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Résumé

La corne dorsale de la moelle épiniere (CDME)oegtinisée en différentes couches.
Chaque couche se caractérise par la présence dmasuntrinséques contactés par différents
types d’'afférences sensorielles primaires (ASPadqDe ASP achemine un message nerveux
correspondant a une modalité sensorielle de |plpérie vers les neurones centraux de la
CDME. Ainsi, les informations nociceptives sont igitees par des fibres de types ét C et
contactent des neurones des couches |, Il et V. flmes myélinisées véhiculant de
'information non nociceptive contactent des ne@ones couches Il a V. Parmi les fibres
nociceptives et non nociceptives il existe des -wmmingents qui peuvent étre identifiés par
'expression de marqueurs moléculaires tels quecwsaux TRPV. Ainsi, les fibres qui
expriment TRPV1 véhiculent de I'information therméq nociceptive et se projettent au
niveau de la couche Il. Les fibres qui exprimentPMR, ne possedent pas TRPV1 et
contactent des neurones des couches profondes. dYous enregistré I'activité synaptique
dans des neurones localisés dans les différenteshes de la CDME par la technique de
patch-clamp dans des tranches aigués de ME dd.eatterminaisons centrales TRPV1,
contactant uniguement des neurones la couche llétntstimulées par l'application de
capsaicine. Les terminaisons centrales portantlespteurs TRPV2 sont stimulables par du
probénécide.

Nos résultats indiquent [I'existence d'un réseaulygmaptique transférant
I'information nociceptive provenant des fibres éx@ant TRPV1 de la couche Il vers les
couches profondes (lll-V) sous la forme d’'une station des transmissions synaptiques
excitatrices et inhibitrices. Ceci constitue larpigre démonstration de I'existence de telles
interactions fonctionnelles entre couches Il etlVl De plus, ces résultats suggérent que
laugmentation de la transmission inhibitrice ghgigique dans la couche Il et dans les
couches llI-IV nécessite un relais neuronal sitagsdune couche plus profonde que la couche
IV, probablement dans la couche V et dépend de it® ran place d’'un phénoméne de

désinhibition.

Nos résultats démontrent que les neurones de keheoll ne recoivent aucune information
synaptique excitatrice ou inhibitrice aprés stintiola des afférences sensorielles exprimant
les récepteurs TRPV2. En ce qui concerne les neardes couches profondes (Il & V) de la

corne dorsale, ils recoivent des informations pnawve des fibres sensorielles afférentes
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exprimant TRPV1 et des afférences exprimant TRP¥@ite convergence d’information

implique & la fois des interneurones excitateuistabiteurs.

Les effets électrophysiologiques de la capsaieinelu probénécide, ainsi que les
résultats obtenus lors de tests nociceptifs avecsabstances, nous ont amené a formuler
'existence de réseaux de neurones différents a@DME impliqués dans I'hyperalgésie
thermique et I'hyperalgésie mécanique. Les neurgoesont uniquement impliqués dans le
traitement de l'information provenant des fibresPNR sont impligués dans la mise en place
d’hyperalgésie thermique. Les neurones qui pasgitipau traitement de I'information
nociceptive provenant des afférences TRPV1 et fiéseaces TRPV2 semblent impliqués

dans la mise en place de I'hyperalgésie mécanique.

L’ensemble de ces résultats contribue a une medleompréhension de la structure
des réseaux d’interneurones spinaux impliqués kaimaitement de I'information nociceptive
et met en évidence I'importance des relations Symags entre les couches de la corne
dorsale lors de ce processus. Une meilleure cosaraie de la structure et du fonctionnement
de ces réseaux permettra d’aborder I'étude desoph&mes de plasticité fonctionnelle
s’opérant dans ces réseaux d’interneurones dansitdesions de douleur inflammatoire ou

neuropathique.
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Introduction

La corne dorsale de la moelle épiniere (CDME)uest région clé du systeme nerveux
central (SNC) dans laquelle les informations sdales sont recues, intégrées et relayées
vers les centres supraspinaux. Les neurones désdasice grise de la moelle épiniére (ME)
sont organisés en couches, définies selon la titaégin de Rexed en 1952 (Rexed, 1952).
Les couches | a VI forment la CDME et s’organisgabs un axe dorso-ventral, la couche |
étant la plus dorsale. La CDME recoit des entrégsaiques a partir d’'une variété
d’afférences primaires vehiculant de I'informationciceptive (chimique, thermique ou/et
mécanique) ou de l'information non-nociceptive (thigue, mécanique (pression, vibration),
tactile, proprioceptive). Ces informations sont edétes au niveau de la peau, des
articulations, des visceres et des muscles. Laapiues axones des afférences primaires
nociceptives ont un petit diamétre et sont faibleimmyélinisés (fibres &), ou non
myeélinisés (fibres C). Les projections nociceptivess la CDME se font dans les couches les
plus superficielles (couche | et la partie extasnelorsale de la couche Il) et la couche V. Les
neurones de la CDME des couches llI-IV recoivent ligformation non-nociceptive
mécanique a bas seuil, véhiculée par des afféremiemires de type B possédant des
axones de gros diametre et fortement myélinisémnetvation de la CDME par les
afférences sensorielles primaires s’effectue selo@ organisation somatotopique (Millan,
1999).

Les réseaux de neurones de la CDME participentraitement des différentes
modalités sensorielles. Les neurones qui réponderntjuement a des stimulations
nociceptives et/ou a des stimulations thermiguesh-naxiceptives sont localisés
majoritairement dans les couches les plus supeltési (I-11). La plupart des neurones des
couches llI-1V sont impliqués dans le traitemenhf@irmations non-nociceptives. La couche
V se distingue des couches plus superficielles essduant le plus grand contingent de
neurones a convergence, recevant a la fois desriafmns nociceptives et non-nociceptives.

Ces neurones participeraient au codage de l'intedsis stimuli (Millan, 1999).

Dans une premiére partie de l'introduction, nowésenterons des propriétés des
afférences primaires et les caractéristiques deones des différentes couches de la CDME.
Dans une deuxieme partie, nous ferons le poinkesuconnaissances relatives aux réseaux de

neurones de la CDME. Dans la troisieme partie dardduction, nous traiterons de
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Tableau 1 : caractéristiques générales des afférences sensorielles

primaires somato-sensorielles.

Modalités Structure Type Vitesse de Role dans la perception Projection

réceptrice de conduction dans la
fibres CDME

Mécanoception | Merkel AB 42-72 m/s Pression, forme, texture n-v
Corpusculede | AB 42-72 m/s Mouvement "-1v
Meissner
Corpusculede | AB 42-72 m/s Pression H-1v
Ruffini
Corpusculede | AB 42-72 m/s Vibration H-1v
Pacini

Thermoception | Terminaison C 0,5-1,2 m/s | Température chaude -1l
libre
Terminaison Ad 12-36 m/s Température froide -1l
libre

Nociception Terminaison Ab 12-36 m/s « douleur aigué » -1l
libre
Terminaison C 0,5-1,2 m/s « douleur soutenue » I
libre

Proprioception | Organe Aa 72-120 m/s | Tension musculaire H-vi
tendineux de
Golgi
Fuseau neuro- | Aa 72-120m/s | Type | longueur du muscle | llI-VII
musculaire
Fuseau neuro- | AB 42-72 m/s Type Il longueur du muscle | lI-VII
musculaire

La colonne « rdles dans la perception » indique la fonction classique attribuée a ce contingent
de fibres. La colonne « projection dans la CDME » indique la zone principale de projection
dans la corne dorsale de la moelle épiniere.

(d’apres Zigmond et al., 1999)



l'intégration et de la modulation des informatiansciceptives dans les réseaux de neurones
du systeme nociceptif spinal ainsi que des formeldsticité qui permettent de rendre
compte de phénoménes d’hyperalgésie et allodyraaes@ette partie, nous ferons également

le point sur les interactions fonctionnelles emti@dalités sensorielles dans la CDME.

Les afférences sensorielles primaires et la coendorsale de moelle épiniére

1. Les afférences sensorielles primaires

Les afférences sensorielles primaires (ASP) paemiefa détection des stimuli
provenant de la périphérie. Ces stimuli sont trammsés en message nerveux et acheminés
vers les neurones de la CDME sous forme de potentiaction (PA). Les neurones
sensoriels primaires sont des neurones pseudotaimggoen T. Leurs corps cellulaires sont
situés dans les ganglions rachidiens pour lesaft&s du tronc et des membres, et dans les
ganglions craniens (principalement ganglion dutngau V) pour les afférences provenant de
la téte et de la face. Ces neurones posseédentlanghes axonales, dont les terminaisons
sont localisées I'une, en périphérie, et l'autrangdle SNC. Les fibres sensorielles peuvent
étre classées selon différents criteres commetéssae de conduction ou le type de modalité
sensorielle détecté. Deux groupes fonctionnelslded peuvent étre ainsi définis : les fibres
nociceptives qui relaient les informations liéesx atimulations risquant d’endommager

I'organisme, et les fibres non-nociceptives (tabléan
a) Les propriétés des fibre$ AAS et C

On distingue classiquement trois types de fiblestype A3/a, le type A et enfin, le
type C, définis selon un classement qui reposdesurvitesse de conduction des messages
nerveux. Cette propriété est directement liee amdire et au degré de myélinisation des
axones. Les afféerences du typp/dprésentent la plus grande vitesse de conducti@@ (30
metres par seconde, diametre de 'axone >10ungretfertement myeélinisées. Les fibres du
type A5 présentent une vitesse de conduction interméd{@2ea 30 metres par seconde,
diamétre de I'axone 2 a 6 um), et les fibres Cwon vitesse de conduction faible (0,5 a 2
metres par seconde, diametre de I'axone 0,4 arh)2 lLes fibres A sont moins myélinisées
gue les fibres de typefAet les fibres C ne sont pas myélinisées (Milla®@9% Zigmond,
1999). En regle générale les fibres nociceptives de type C et 8, alors que les fibres non-
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Figure 1. Les différentes couches de la CDME et principales projections des ASP

(Haut) Marquage immunohistochimique d’une coupe transversale de ME avec un anticorps anti-
NEUN qui marque sélectivement les noyaux des neurones. Les lignes pointillées sur la
photographie délimitent les différentes couches de la CDME selon la classification de Rexed
(1952). Cette classification est basée sur la densité et la morphologie des neurones.

(Bas) Zones de projection des afférences somato-sensorielles dans les différentes couches de la
CMDE. En rouge et vert les fibres impliquées dans la nociception et la thermoception. En rose et
bleu les fibres véhiculant des informations non-nocicpetives. (d’aprés Todd, 2010).



nociceptives sont de types3Aet As. Les fibres C représenteraient 70% du total de®di
sensorielles cutanées chez le rat, et les fibigxetAAS 10% et 20% respectivement. Ces
proportions peuvent varier selon les especes (Li884). |l existe cependant des exceptions :
20% des fibres B sont des nocicepteurs (Djouhri et Lawson, 2004; rdéme, de
linformation non-nociceptive (thermique ou mécarey peut étre vehiculée par une sous-
population de fibres C (Alvarez et Fyffe, 2000).

b) Marqueurs neurochimiques des différents tglgetbres

Les fibres de type A myélinisées expriment une dea neurofilaments phosphorylés
d’'un poids moléculaire de 20D (NF200), alors que les fibres C ne I'expriment (@sen et
al., 2010)

Dans le cas des fibres de type C, on distingue :

- des fibres C exprimant le récepteur Trk-A du dactde croissance NGhdrve
growth factoj et contenant des neuropeptides tels que de siges®y la galanine et du CGRP

(calcitonin-gene related peptifle

- des fibres C non-peptidergiques qui exprimenétepteur (RET) du GDNFHial
cell-derived neurotrophic factprles sous-unités P2X3 des récepteurs canauwAde [(P2X)

et un site de liaison pour la lectine IB4 (Aveeitlal., 1995).
c) Projection des ASP cutanées dans la CDME

Chez le rat, les terminaisons centrales des afféseprimaires contactent les neurones
de la CDME selon une organisation précise. Deathles des fibrespAterminent dans les
couches lll a V, avec dans certains cas des ewtensians la couche llinterne (Woodbury et
Koerber, 2003). Les afférences provenant des tide pileux de type & (D-Hair)
s’arborisent a la frontiere des couches Il etlds fibres nociceptives de typeb Aontactent
des neurones des couches |, V et X (Light et R&T9). A ce titre, il faut noter que chez la
souris les mécano-nocicepteurs myelinisés de typeetAAs s’arborisent dans toutes les
couches de CDME (Woodbury et al., 2008). Les fibneciceptives de type C etdA
contenant des neuropeptides (CGRP, substancepg)jetent dans les couches | et llexterne,
alors que la plupart des fibres nociceptives ngiigergiques liant I'IB4 se terminent dans la

partie la plus dorsale de la couche llinterne (T@&d.0)(figure 1).
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d) Afférences primaires et modalités sensorielles

-Les fibres non nociceptives :

-Type A& :

Les neurones impliqués dans la détection des Btimacaniques non nociceptifs sont
des mécanorécepteurs a bas seuil. La surface eutknéorps possede par quatre types de
structures différentes impliquées dans la mécarimrepChaque type de mécanorécepteur
posséde des caractéristiques histologiques et glbggjues différentes (Vega et al., 2009).
Les disques de Merkel et les corpuscules de Rustmt impliqués dans la détection de la
pression. Les corpuscules de Meissner et les coufssde Pacini permettent la détection des
vibrations. Les fibres associées a ces mécanoegtaspgont de type et gagnent la ME par
les racines dorsales, puis empruntent les cordorsadx pour faire synapse dans les noyaux
des cordons dorsaux, noyaux cunéen et gracile,ldangbe rachidien. Au niveau de la ME,
elles abandonnent des collatérales qui s’arboridans les couches Ili a V de la CDME,
notamment dans la couche IlI-IV. Il existe une stwotapie des projections de ces fibres dans
la CDME (Brown, 1982).

-Type A et C

L’innervation des follicules pileux est réaliséar ples fibres & dénommée « D-Hair
afferent ». Les températures non nociceptives détdctées par des terminaisons libres de
fibres A5 et C (McGlone et Spence, 2010). Des fibres de ym®nt également impliquées

dans la sensation de prurit (McGlone et Reilly, 01
-Les fibres nociceptives

Les nocicepteurs véhiculent des informations corad des stimuli nociceptifs aigus
comme des piqdres et des brdlures, mais aussinfi@snations mécaniques nociceptives
(coupures, pincement) (Julius et Basbaum, 200X .fibees C et A sont impliquées dans la
transmission des informations nociceptives, et ¢aest des terminaisons libres en
périphérie. 1l a été décrit deux classes de notecep de type A qui répondent aux stimuli
meécaniques nociceptifs. La premiere classe répaisdi &a des températures élevées et la
seconde classe est sensibilisée par une lésiounlaiies (Burgess et Perl, 1967). Les

nocicepteurs de type C sont principalement polyrarda
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Canal Fonction des canaux TRPV et implications Activation
physiologiques
Stimulus Agoniste chimique
physiologiques
TRPV1 | Détection de chaleurs nociceptives, dans | Chaleur >43°C | Capsaicine, Résiniferatoxine,
I’hyperalgésie thermique Protons, Camphre,
Anandamide
TRPV2 | Mécanoception Stimulation Probénécide, Carvacrol
mécanique
Détection de chaleurs nociceptives dans des
systemes hétérologues (controversé) Chaleur > 52°C
TRPV3 | Détection de températures non-nociceptives Chaleur > 33°C | Camphre, Carvacrol,
Vanilline
TRPV4 | Détection de températures non-nociceptives Chaleur > 25°C | Bisandrographolide
TRPMS8 | Détection températures froides Froid < 23°C Menthol
TRPA1 | Détection de températures froides nociceptives Froid < 15°C Huile de moutarde,

(controversé)

Cinnameldehyde

Figure 2. Implication des canaux TRP dans la thermoception et la nociception.

Modifié (d’apres Eid et al., 2009 ; Lawson et al., 2008 ; Tominaga et Caterina, 2004)



La moitié des fibres C répond a la fois a des datians nociceptives chimiques, mécaniques
et thermiques (Perl, 1984). D’autres nocicepteurs &é caractérisés comme répondant
uniquement a des températures nociceptives. teenise derniére catégorie de nocicepteur de
type C dits «silencieux ». La propriété de ces ceqmieurs est de devenir uniquement actifs

suite a un processus de sensibilisation induitiparlésion tissulaire ou une inflammation.

e) Transduction des messages nociceptifs

Les terminaisons nociceptives sont des terminaiddnses, et expriment de nombreux
récepteurs qui permettent de détecter une grandété&ade stimuli (Tominaga, 2007).
L’excitation des nocicepteurs par des températnogsves et des stimuli chimiques dépend
de la présence, a leur surface membranaire, d’'udeoplusieurs éléments de la famille des
protéines de transduction appelésasient receptor potentiel ou canaux « TRP ». Quatre
types de canaux de la famille TRPtaqsient receptor potentiel vanilloidfRPV1-V4) sont
connus pour étre impliqués dans la détection dat@ns de température nociceptive ou non.
Les canaux TRPV3 et TRPV4 semblent impliqués dargetection de températures chaudes
non nociceptives au seuil respectif de 32°C et 286 der et al., 2002). Les canaux TRPV1 et
TRPV2 sont impliqués dans la détection de chalaaciceptives, dans une gamme de 42°C
(ou 43°C selon les auteurs) a 52°C pour TRPV1 (@eteet al., 1997), et des températures
supérieure a 52°C pour TRPV2 (Caterina et al., 19B86s fibres nociceptives de petite
section expriment TRPV1, alors que le récepteur MRRest présent sur des fibres
myélinisées (Lewinter et al., 2004) (Figure 2).

Chez la rat, les canaux TRPV1 sont exprimés paffidees non peptidergiques (I1B4)
qui projettent dans la couche I, et plus partengiment au niveau du tiers supérieur de la
couche llinterne (Guo et al., 1999). Il existe dé&erences inter especes notables, comme
chez la souris ou les fibres sensorielles qui exgnit le récepteur TRPV1 sont peptidergiques

et n’expriment pas le site de liaison pour I'IB4n£k et al., 2002).

Les fibres sensorielles exprimant le récepteuPVYR chez le rat sont myélinisées, de
type AB et A5, et n'expriment pas TRPV1 (Lewinter et al., 2004s terminaisons centrales
des ASP exprimant TRPV2 se localisent dans les hasud et llinterne (nocicepteurs
myeélinisés A) et dans les couches llI-IV (fibrespA Le réle de TRPV2, en qualité de

thermocepteur est controversé chez la souris sdiblees exprimant TRPV2 seraient des
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mécano-nocicepteurs A ou des mécanorécepteurs non-nociceptifs de typ€ Awson et

al., 2008). D’autres canaux TRP tels que TRPM8 aotités par le froid et le menthol et sont
exprimés par un contingent de nocicepteurs détetganempératures de 25°C a 30°C. Un
autre canal, TRPAL détecte aussi des températmiees, et est présent sur des nocicepteurs
exprimant aussi des canaux TRPV1. Ces nociceppaunsaient expliquer les sensations de

chaleurs intense lors de détections de tempérdnaides (Tominaga et Caterina, 2004).
Résumé

De maniere classique, la majorité des fibres mptices sont de type C et projettent
vers les couches | et [lo mais sont aussi de typetArojettent vers les couches |, llo et V de
la CDME. Les informations non-nociceptives sontyées vers les couches llI-V par des
fibres Ap.

2. Description des couches de la CDME

La substance grise de la ME peut étre subdivisé@ixecouches selon la classification établie
par Rexed en 1952. Cette classification se basdesupropriétés cyto-architecturales des
neurones dans un plan transversal de la ME. Leprsixieres couches sont arrangées l'une
en dessous de l'autre, de la partie la plus dorgaie la partie ventrale, et forment la corne
dorsale de la ME, (CDME). Les couches VII-IX fornmhda corne ventrale de la ME. La

couche X entoure le canal de I'épendyme. La classibn établie par Rexed en 1952 repose
sur la densité des corps cellulaires, sur la mdogi® et la taille des arborisations

dendritiques des neuron@sgure 1).

La couche | de la CDME, nommée aussi la coucheyimale de la CDME ou zone
marginale de Waldeyer, contient des neurones degbians et des interneurones locaux. Les
neurones de projections se caractérisent par ys @@llulaire dont le diametre est supérieur
a 200um, alors que les interneurones ont un petjisccellulaire inférieure a 200pum de
diametre (Al Ghamdi et al., 2009).

La couche Il (ou substance gélatineuse de Rolapdegente une densité neuronale
plus importante que dans la couche | et regroupengigllement des neurones a petits corps
cellulaire. Cette couche peut étre subdivisée ex gartie, la zone la plus dorsale ou externe
(couche llo pour lamina Il outer ou llext) et unene plus ventrale ou interne, (couche lli
pour lamina Il inner ou llint).
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Figure 3. Représentation des arborisations dendritiques des différents neurones de la CDME

M : cellule marginale de la couche I ; I : cellule en ilot (Islet cell) ; S : cellule en tige (Stalked
cell); P : neurones pyramidaux de la couche III ; PSDC et DC: trois types de neurones de la
voie postsynaptique des cordons dorsaux ; SCT : neurones du tractus spipnocervical ; X,Y et
Z :interneurones des couches V-VI (d’aprés Brown, 1982).



Les couches llI-1V (noyau propre de la CDME) sstidguent de la couche Il par la présence

de nombreuses fibres myélinisées.

La couche V est également appelée « le coneak» de la CDME. C’est la plus épaisse des
couches. La partie latérale a une apparence réticlles niveaux T1 a L3, la partie médiane
de LV contient le noyau de Clarke qui est une $tmec relais importante pour les

informations proprioceptives vers le cervelet.

La couche VI sépare les couches V et VIl et ndrgaeve que dans les segments

cervicaux et lombaires de la ME.

A la hauteur de la couche V des CDME, on trouvdeggeant le noyau latéral spinal (NSL). Il
s’agit d’'un groupe dont les corps cellulaires stmtalisés dans la substance blanche
ventrolatérale. Ces neurones sont contactés paaftigences primaires non nociceptives et
nociceptives.Certains sont des neurones de projections versstlestures supra-spinales
(thalamus, amygdale) ou les neurones de la CDMé&cfees I-1l et V) (Watson et al., 2008) .

a) Etudes morphologiques

Les techniques immuno-histochimiques et l'injectde traceurs axonaux, permettent
d’étudier les arborisations dendritiques des nezsoet I'organisation de leurs projections
axonales (figure 3). Les neurones de la CDME aitgdiés, ont montré qu’'il existait des
différences cyto-architecturales entre les coucHess axones des interneurones des
différentes couches de la CDME, projettent soitsdarméme couche que celle ou se trouvent
les corps cellulaires, ou peuvent contacter degones appartenant a d’autres couches
(Brown, 1982). Il existe aussi des interneuronés gliopriospinaux dont I'axone contacte des
neurones d'un segment spinal différent (Brown, }98Re plus, des interneurones
commissuraux permettent le transfert d’informatemire les deux cornes dorsales de la
moelle épiniere (Petkd et al., 2004). Les axonesrairones de projection vers les centres
supra-spinaux se regroupent en différents faiscemspendants qui cheminent dans la

substance blanche de la moelle épiniere (MillaB9}.9

Dans la couche |, quatre types d’organisation sordanbdritique ont été mis en
evidence chez le rat : fusiforme, aplati, multip@eet pyramidal (Lima et Coimbra, 1983).
Les neurones de la couche | ont principalementadesrisations dendritiques qui s’étendent
dans un axe rostro-caudal et/ou un axe médio-lagirgui restent majoritairement confinées
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a la couche I. Cependant, certains neurones antl@ledrites qui s’étendent dans les couches
Il et lll. Dans la couche I, il semble exister uassez bonne corrélation entre la morphologie
et le type de stimulation sensorielle qui activedeirone. Ainsi, les neurones fusiformes sont
activés préférentiellement par des stimulationsiceptives. Les neurones multipolaires
recoivent des informations nociceptives et non ceplives alors que les neurones
pyramidaux sont stimulés uniquement par des infaong thermoceptives froides (Watson et
al., 2008).

Dans la couche I, les organisations dendritiques différentes de celles de la couche
l. Quatre principaux types d’arborisation ont éééris et référencés dans différentes études :
les cellules en ilot (Islet cell)), les cellulesntales, les cellules radiales et les cellules
verticales (Grudt et Perl, 2002; Yasaka et al.,720Qes dendrites de ces différents types
neuronaux demeurent principalement dans la couches cellules en ilots ou centrales ont
des arborisations dendritiques principalement ¢&esn dans un plan rostro-caudal dont la
longueur moyenne est de 600 um et de 200 um résp@ent. Les neurones de type radial et
vertical se caractérisent par une extension de ladoorisations dendritiques plus importante
dans un axe dorso-ventral, respectivement de 90euude 130 um, alors que I'extension
dorso-ventrale des cellules en ilot et centralérdétieure a 70 um (Yasaka et al., 2007). Les
axones des interneurones de la couche Il projetarstles couches I-V (Light et Kavookjian,
1988; Eckert et al., 2003; Braz et al., 2005).

Les neurones de la couche lll possédent des aations dendritiques hétérogenes.
On peut distinguer deux classes. La premiére di des neurones dont l'arborisation
dendritique reste confinée dans la couche Il eié&ealoppe selon un axe rostro-caudal. La
seconde classe concerne des neurones qui ont lioisation dendritique qui s’étend dans
les autres couches superficielles (I-1ll) dans we &entro-dorsal (Maxwell et al., 1983;
Polgar et al., 2004). Dans la couche IV certaingomes se caractérisent par des arborisations
dendritiques dites «en antenne » et dont les pgelments peuvent remonter dans les
couches I, 1l et Ill, (Szentagothai, 1964). Ceraimeurones des couches Il et IV ont
également des dendrites dans la couche V (BrowBR)12es neurones des noyaux spinaux
latéraux ont des arborisations dendritiques mubipes, qui peuvent s’étendre dans les
couches Il a VI (Luz et al., 2010) Dans les cowcReet VI, les arborisations dendritiques
s’organisent dans un axe dorso- ventral et pewétgndre jusque dans les couches Il et Il
(Watson et al., 2008).
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Figure 4. Localisation des interneurones GABAergiques et glycinergiques dans la CDME
Les interneurones inhibiteurs de la CDME de rat sont révélés par hybridation in situ :
- des ARN messagers de la GAD67 (d’apres Mackie et al., 2003) (gauche).

- des ARN messagers de GlyT2 (d’aprés Hossaini et al., 2007) (droite).



b) Classification neurochimique des neurones dedME
- Les interneurones inhibiteurs

Les interneurones inhibiteurs de la CDME utilisdat GABA (acidey-amino-
butyrique) et/ou de la glycine comme neurotranseuest (figure 4). Des immunomarquages
dirigés contre le GABA et la glycine révélent qué@des neurones de la couche | et Il, et
46% des neurones de la couche lll, contiennent ABAS(Todd et Sullivan, 1990). La
plupart des neurones GABAergiques colocalisentadgl\icine, soit 33%, 43% et 64% pour
les couches |, Il et 11l respectivement. Dans lesabes 1ll-V de la CDME les interneurones

peuvent étre GABAergiques et/ou glycinergiques,dkiiaet al., 2003).

Des études utilisant des souris transgéniquesineapt une protéine fluorescente
verte (Enhanced green fluorescent protein, EGF& Bopromoteur de I'enzyme de synthése
du GABA, la glutamate décarboxylase 67 (GAD67)npettent de visualiser directement les
neurones GABAergiques par la présence dune flgerese verte en microscopie a
fluorescence, notamment dans les tissus vivants nearones GABAergiques sont localisés
dans les couches |, 1l et Il et trés peu dansteshes profondes (Tamamaki et al., 2003). Ce
résultat a été confirmé chez le rat, par une réoélales ARN-messagers de la GAD67 et de
la GAD65 (Mackie et al., 2003).

Le méme type d’approche a été utilisé pour carselr les neurones glycinergiques
grace a une souris transgénique exprimant 'EGkR Eopromoteur du transporteur neuronal
de recapture de la glycine (GlyT2). Les études slegris transgéniques GlyT2-EGFP
montrent que les corps cellulaires des neuronesnglsgiques sont principalement localisés
dans les couches profondes (llI-V) de la CDME. @uouve quelques corps cellulaires
glycinergiques dans la couche I, mais aucun ouqggesl tres rares neurones de la couches I
semblent exprimer GlytT2, (Zeilhofer et al., 2006hez le rat, la révélation des ARNm de
GlyT2 montre que les couches IV-VI contiennent plles neurones glycinergiques que la

couche lll, qui, elle-méme, en contient plus quedeuches | et Il (Hossaini et al., 2007)
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-Les interneurones excitateurs

Les neurones excitateurs de la CDME utilisent letaghate comme neurotransmetteur. I
n’'est pas possible de marquer directement les amlhdaires des neurones glutamatergiques
par des techniques d’immunohistochimie, mais ilsestvent considéré que les neurones qui
ne contiennent pas de GABA et /ou de glycine stutamatergiques. Par contre, les axones
des neurones glutamatergiques peuvent étre identifar la présence de transporteurs de
recapture du glutamate (VGLUT). Il existe troisnfms de VGLUT : VGLUT1-3. Les corps
cellulaires des neurones qui expriment soit la ®MGLUTL ou soit la forme VGLUT2 sont
localisés dans les couches I-II et les coucheb/lIPBes neurones de la couche V expriment
'une des trois formes. Les marquages immunohistaciues contre les différentes formes
des protéines VGLUT permettent de distinguer lemnag des interneurones excitateurs des
axones des ASP. Les ASP de type A projetant dansoleches IlI-IV exprime VGLUTL, un
marquage VGLUT1 est absent dans la couche Il. Agsiinterneurones excitateurs de la
couche Il exprimant VGLUTL1 pourraient avoir leussomes qui projettent dans les couches
[1I-1V (Landry et al., 2004).

c) Caractérisation fonctionnelle des neurondsa @@DME

Pour tenter de comprendre I'organisation et le ionoaement des réseaux de neurones
de la CDME, des études ont cherché a corrélerrdiité critéres tels que le profil de décharge
de potentiels d’action, la nature neurochimiqueeogore la morphologie dendritique afin
d’identifier des groupes de neurones. Les diff@enttechniques d’enregistrements
électrophysiologiques (patch-clamp, enregistrenmgraicellulaire) permettent de caractériser
les patrons de décharge des neurones intrinsequés G@DME, ainsi que les connexions

synaptiques qu’ils établissent et recoivent.

Les profils de décharge (patron) de potentielstdbacenregistrés dans les neurones de
CDME suite a I'application de créneaux rectangekiule courant positif, se distinguent par le
mode et les fréquences de décharge de potentiadsialis, ainsi que le potentiel seuil de

déclenchement de ces potentiels d’actions.
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« tonique » « retardé » « phasique » « PA unique »
70 mv Timv ﬁ_,__ 5T mV JL\,—— 6T mV J—L‘

Figure 5. Profils de décharge caractéristiques des neurones de la CDME

Dans le profil « tonique », la décharge de potentiels d’action s’effectue de maniere réguliere
pendant toute la durée de la stimulation. Elle se caractérise par une faible atténuation de la

fréquence et de I’amplitude des potentiels d’action (PA) durant la dépolarisation.

Le profil «retardé », la décharge de potentiel d’action ne survient pas au début de la

stimulation mais aprés un délai de quelques millisecondes.

Le profil « phasique », se caractérise par la décharge d’une bouffée de PA au début de la

dépolarisation.

Le profil « potentiel d’action unique », correspond & la génération d’un potentiel d’action
unique quelle que soit I’intensité du stimulus dépolarisant appliqué.

(d’apres Ruscheweyh et Sandkuhler, 2002)



Différents profils de décharge de potentiels d@tt{PA) ont été décrits (figure 5)
(Ruscheweyh et Sandkuhler, 2002) :

- le profil «tonique ». La décharge de potentidlaction s’effectue de maniere
réguliere pendant toute la durée de la stimulatidie. se caractérise par une faible atténuation

de la fréquence et de 'amplitude des potentiadstibn durant la dépolarisation.

- le profil « phasique », se caractérise par la dgehd’une bouffée de PA au début de

la dépolarisation.

- le profil «potentiel d’action unique », correspoadla génération d’'un potentiel

d’action unique quelle que soit l'intensité de stius dépolarisant appliqué.

- le profil « retardé ». La décharge de potentiekttiita ne survient pas au début de la

stimulation mais aprés un délai de quelques miltisees.

Des neurones présentant ces profils sont trouvas Hansemble des couches I-V de la
CDME (Light et Lee, 2009) .

d) Relation entre excitabilité et phénotype desranes

Dans certaines études, les auteurs ont essayvde si un profil de décharge donné
était associé a un type de neurone particuliersDagouche |, quatre profils de décharge ont
éte décrits : tonique, phasique, retardé et paiediaction unique. D’une maniére générale,
les neurones fusiformes de la couche | ont un Ipd#i décharge tonique, les neurones
pyramidaux un profil phasique, et les neuronesipuldires ont des profils de type retardé ou
de type d’action unique (Prescott et al., 20063¢elhble donc exister une certaine corrélation
entre le profil de décharge des potentiels d’astienle type de morphologie de neurone dans

la couche I.

Dans la couche Il, les mémes types de profil ddalge ont été observes, mais il n'a
pas été possible d’établir une corrélation préerstee les caractéristiques morphologiques du
neurone et le type de profil de décharge de patsnidiaction, sa nature neurochimique et/ou
sa fonction (Yasaka et al., 2010). Cependant, solete cellules en ilot présentent un profil de
décharge tonique. De plus les cellules en iloegtcellules centrales a décharge tonique sont

des interneurones inhibiteurs GABAergiques (Luext,R2003).
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Dans les couches profondes IlI-1V, chez le rato4ddes neurones ont un profil de
décharge tonique, 38% des neurones un profil phagt|15% des neurones un profil retardé.
De plus 70% des neurones de projection ont un Ipdefitype tonique, les interneurones
locaux présentent un profil phasique, et les ieranes inter-segmentaires ont un profil
retardé (Schneider, 2003). Dans la couche V, 90%on@eirones ont un profil de décharge
tonique (Derjean et al., 2003).

Au plan physiologique, il semble que les neuranesnvergence (WDR) de la couche
V possedent un profil de décharge tonique alorsdguns les autres couches de la CDME la
plupart des neurones répondant uniguement a dasllations nociceptives ont plutdt un
profil phasique (Lopez-Garcia et King, 1994). Pamtce, chez la souris, il ne semble pas qu’il
y ait de corrélation entre les profils de déchage type d’entrées sensorielles auquel répond
le neurone (Graham et al., 2004).

e) Réponses aux stimuli sensoriels

Les rdles des neurones de la CDME dans l'intéguaties informations sensorielles,
ont été déterminés par I'enregistrement des déebatg potentiels d’actions en réponse a des
stimulations nociceptives ou non-nociceptives di@us champ récepteur périphérique. De
telles études nécessitent des enregistrementsaflBgsiologiques intra- ou extra- cellulaires
in vivo de neurones des différentes couches de la CDMEans des préparations de ME avec
un membre postérieur attaché (Lopez-Garcia et Ki®94). Par rapport aux informations
nociceptives, certains neurones ne sont pas agiamése type de stimulation et sont classés
comme non-nociceptifs (NN). D’autres neurones, learones dits nociceptifs spécifiques
(NS), répondent uniqguement aux stimulations notigep. Les neurones qui sont activés a la
fois par des stimulations nociceptives et non remtives sont dits neurones a convergence
(WDR, wide dynamic range) (Le Bars et Catten, 2009)

Les neurones répondant aux stimulations mécasiqueiceptives ou non-

nociceptives :

L’existence de neurones répondant uniquement a diiesulations mécaniques
nociceptives, uniquement a des stimulations méoasiguon-nociceptives ou au deux types

de stimulations a été décrite (Light et Durkovig84).
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Tableau 2. Neurones répondant aux stimulations mécaniques

Couche | NN mécanique | convergence | NS mécanique

I 0% 86 % 14 %

11 25 % 50 % 25 %

111 73 % 27 % 0%

I\ 57 % 37 % 7%

\Y 34 % 53 % 13 %

VI 26 % 46 % 28 %
VII 23 % 55 % 23 %

Les neurones sont classés en fonction de leurs réponses aux stimulations mécaniques non
nociceptives (NN mécanique) et aux stimulations non nociceptives mécanique (NS
mécanique). Dans le cas ou le neurone répond aux deux types de stimulation il est classé

comme neurone a convergence (convergence), (d’apres Light et Durkovic, 1984).



Les neurones répondant uniquement a des stimutatioécaniques non-nociceptives sont
majoritairement trouvés dans les couches Il etdMyrs que les neurones répondant a des
stimulations mécanigues nociceptives sont prineipaint localisés dans les couches | et Il
Les couches V et VI se caractérisent par la présdas trois types de neurones (NN, NS et
WDR) (tableau 2).

Les neurones répondant aux stimulations thermiquesceptives ou non-

nociceptives :

Les neurones répondant a des stimulations thessigqociceptives ou non-
nociceptives sont localisés dans les couches Ibet_a majorité des neurones sont des NS
thermiques ou polymodaux. Dans la couche lli, lgonité des neurones répond a des
stimulations mécaniques non nociceptives (Bullithle 1992). Les interneurones exprimant
la PKCy qui se localisent a la frontiére de la couchetlie la couche Il sont activés par des

afférences sensorielles myélinisées non nocicepfMeumann et al., 2008).

f) Les neurones a convergence

Les neurones a convergence (WDR) se définissereait qu’ils sont activés a la
fois par des stimulations nociceptives et non reptives. Les champs récepteurs de ces
neurones sont plus grands que ceux des neuronest MSchamp récepteur des neurones
WDR se caractérise par un gradient de sensibil@éélad partie centrale vers la partie
périphérique (Guirimand et Le Bars, 1996). Dangddie centrale la stimulation des fibres de
type C, A et AB induit une activation neuronale, dans la partiplles périphérique, seul les
stimulations des fibres C et6Anduisent une activité neuronale. De tels neurcoes trouves
dans toutes les couches de la CDME (Light et DudkoiQ84). Les neurones WDR de la
couche V sont impliqués dans des circuits de réflexdes neurones de projection spino-
thalamique ou spino-réticulaire de la couche V saumsi des neurones WDR (LeBars et
Catten, 2009). Ces neurones augmentent leur déchigrgotentiels d’action en fonction de
l'intensité des stimulations (Le Bars et Chitoud83). Ces neurones sont donc capables de

coder l'intensité des stimuli.
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3. Voies efférentes et neurones de projection

Les neurones de projection de la CDME ont des exagui quittent la substance grise
pour se regrouper dans la substance blanche soos fde faisceaux ascendants. Ces
faisceaux transmettent les informations nociceptévaliverses structures de I'encéphale. Les
principaux neurones de projection nociceptifs $ocalisés dans les couches I, llI-VI et V. I
existe de nombreux faisceaux ascendants dont urd grambre véhicule de I'information
nociceptive (Millan, 1999). Cette introduction sSmite a présenter brievement les grands
circuits de projection issus des couches | et V.

Les axones de neurones de la couche | et ceux ceuche V, qui décussent pour la
pluspart au niveau de leur segment spinal, cherhieemosition dorsale dans le quadrant
ventrolatéral de la substance blanche de la MEju@érant regroupe des fibres véhiculant de
linformation nociceptive et de linformation therque non-nociceptive. Les axones
provenant de la couche | de la CDME de ce faiscemignent, au niveau du tronc cérébral
(bulbe rachidien), les axones de la couche | dulanaaudal du complexe trigéminal pour
former le faisceau extralemniscal. Le faisceauadainniscal part en direction de la partie
ventro-basale du thalamus latéral, en abandonmantallatérales dans I'aire parabrachiale, la
substance grise périaqueducale et les régions deétlaulée mésencéphalique. Les
informations nociceptives parvenant a laire paasahrale sont transférées vers
I'hypothalamus et 'amygdale. Les noyauae la partie ventro-basale du thalamus latéral
projettent vers les aires corticales somatoserigsie primaires, secondaires et insulaires,

ainsi que vers I'amygdale. (pour revue, (Bernardianueva, 2010).

Les axones des neurones de projections proverena @ouche V rejoignent les
axones des neurones de projection des noyaux caudedl du trijumeau au niveau du bulbe
rachidien. Ces axones projettent principalements vieis noyaux réticulaires latéraux,
gigantocellulaires et dorsaux du bulbe, vers lessmyau parabrachial latéral interne et sur
les noyaux du thalamus médian. Les neurones danthel médian contactent des neurones

des aires corticales cingulaires et préfrontaRsrr{ard et Villanueva, 2010).
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4. Les contrbles descendants

Les centres supra-spinaux peuvent moduler I'détides réseaux de neurones de la
ME. Dans la CDME, les contréles descendants prouestala formation réticulée bulbaire et
du locus coeruleus vont avoir une action facilicatr ou inhibitrice sur I'information
nociceptive, (Millan, 2002). Les fibres provenaesdtructures supra-spinales empruntent les
faisceaux dorso-latéraux (FDL) et ventro-latérauxi€ulus postérolatéral) pour contacter les

neurones de la CDME.

Les stimulus nociceptifs induisent I'activation deurones de la substance grise
périagueducale (PAG), qui activent a leurs tourrdmgones de la partie rostroventromédiane
(RVM) du bulbe rachidien du tronc cérébral, respdtes de contréles inhibiteurs descendants
(Villanueva et Bourgeais, 2010). Les axones desam&s de projections serotoninergiques,
GABAergiques et glycinergiques de la RVM projetteniong des faisceaux dorso-latéraux
pour contacter les neurones de la CDME, et inHdbé&ransmission nociceptive (Zhang et al.,
1991, Kato et al., 2006).

Il existe des contrbles descendants facilitatelesla transmission nociceptive au
niveau de la CDME (Millan, 2002). Des neurones deRVM participent a ce type de
contrbles. Plusieurs études ont montré qu’il eiistais types de neurones dans la RVM en
fonction de leur activité de décharge de potewnti@ttion lors du réflexe de retrait nociceptif.
Les neurones de type « ON » qui s'activent avanéflexe sont impliqués dans les controles
descendants facilitant la transmission nocicepties. neurones de type « OFF » qui inhibent
les neurones de la CDME s’inactivent avant le x&flde retrait nociceptif. Le dernier type de
neurones, le type « neutre », ne présente pas alegement d’'activité lié a I'activité du
reflexe (Villanueva et Bourgeais, 2010).

Conclusion

La CDME est le premier lieu d’intégration et de dulation des informations
somatosensorielles provenant de la périphérie.f@egtions sont assurées une organisation
structurale et fonctionnelle de I'acheminement e iaformations aux neurones de la CDME.
Au sein de la CDME, les neurones qui participent teaitement de linformation se
caractérisent par différentes propriétés neuroajues et fonctionnelle.

23



L'’ensemble de ces neurones établissent des comseXés uns avec les autres afin de
constituer les réseaux de neurones de la CDME. Rapartie suivante nous développerons
I'organisation synaptique des neurones de la CDME.

Il. Organisation synaptique

Le transfert de I'information sensorielle provenalets APS vers les centres supra-
spinaux implique des réseaux d’interneurones ebecita et inhibiteurs et des neurones de
projection. Ces réseaux de neurones de la CDME participer a lintégration et a la

modulation des informations nociceptives et noniceptives.

1. Entre afférences sensorielles primaires et neuraleela CDME

Les glomérules synaptiques :

Les terminaisons centrales des afférences primdatalissent des synapses axo-
dendritiques ou axo-somatiques avec les neuronés GBME. La plupart des terminaisons
centrales des afférences primaires participent éonmplexe appelé « glomérule synaptique »
(Ribeiro-da-Silva et De Koninck, 2008). Les glomésusynaptiques ont été identifiés en
microscopie électronique et constituent des strastumportantes pour l'intégration et la
modulation des informations sensorielles afférentea note la présence de vésicules
synaptiques, d’éléments postsynaptiques et d’apposi présynaptiques. Les différentes
observations realisées (Todd, 1996) ont permis ideénguer quatre types de glomérules
synaptiques. Les types la et Ib impliquent lesraffées de types C non peptidergiques et
peptidergiques respectivement, et sont principanmeouvés dans la couche Il. Les
terminaisons centrales des fibre§ &t AB sont impliquées dans les glomérules de type lla et

lIlb, majoritairement localisés dans les couchegdiitrale et Ill.

Neurochimie des transmissions :

Les afférences nociceptives primaires réaliserst signapses excitatrices utilisant
majoritairement le glutamate comme neurotransmettBattaglia et Rustioni, 1988). Des
neurotransmetteurs comme I'ATP, I'aspartate et mmgopeptides tels la substance P, sont
potentiellement aussi impliqués dans les connexsgnaptiques entre afférences primaires et

neurones de la CDME (Todd et Spike, 1993; Mille309).
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Les terminaisons centrales des afférences prisakpriment de nombreux récepteurs
dont I'activation va moduler la transmission vezs heurones de CDME. Des récepteurs du
glutamate, du GABA, de [lacétylcholine, de diffétenneuropeptides, et d'autres
neurotransmetteurs ont été décrits (Yaksh, 2006% heurotransmetteurs associés a ces
récepteurs peuvent étre libérés par des neurorteésségues a la CDME ou par les
terminaisons de neurones dont le corps cellulais¢ lecalisé dans des structures

supraspinales.

L’inhibition présynaptigue GABAergique des afférescsensorielles primaires implique
I'activation, par des stimulations sensorielless deurones intrinseques GABAergiques de la
CDME (Eccles et al., 1963). L'activation de ces &yes GABAergiques induit une
dépolarisation de la terminaison de neurone sezisdépendante du Tlet inhibe ainsi la
propagation des potentiels d'actions afférents I{8YiR009). Dans certaines conditions cette
forme d’inhibition peut conduire a déclencher deteptiels d’actions si la dépolarisation est
suffisante, générant ainsi un « potentiel reflegeracine » pouvant étre a l'origine d’'une

situation d’allodynie mécanique (Cervero et Lalrf196).

Contacts synaptiques fonctionnels :

Des études électrophysiologiques sur des prépasatiomprenant les racines dorsales
et la ME ont permis de caractériser les propriéddstionnelles et pharmacologiques des
contacts synaptiques entre les fibres de typed&tAB et les neurones de la CDME.

Les entrées synaptiques excitatrices et inhiesrides différents types de neurones (les
cellules en ilot, cellules centrales, cellules a#&h, cellules verticales) de la couche Il, en
réponse aux stimulations des fibre8 ét C ont été caractérisées (Yasaka et al., 20@8).
cellules en ilot et les cellules centrales recdivées entrées excitatrices mono-synaptiques
provenant des fibres C, mais également des ergrdimtrices polysynaptiques dépendant de
lactivation de fibres A. Les cellules centrales recoivent des entréesbitnices
(GABAergiques et glycinergiques) recrutées parfilees C et A, alors que les cellules en
ilots en recoivent uniquement a partir de stimolaties fibres C, et ces entrées semblent étre
purement GABAergiques. Les cellules radiales eticades recoivent des entrées excitatrices
monosynaptiques des fibres C &t Aa stimulation des fibresdet C recrute également des

interneurones inhibiteurs (Lu et Perl, 2005). L&grances primaires exprimant TRPV1 et
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Figure 6. Recrutement des interneurones de la CDME par les afférences primaires.

Dans la couche II, les connexions inhibitrices sont GABAergiques (Lu et perl, 2005). Des
fibres de type C peuvent contacter directement des interneurones GABAergiques de la couche
IT (Lu et perl, 2003). Les fibres C et Ad sont impliquées dans le recrutement d’interneurones
inhibiteurs qui contactent des neurones de la couche II (Yasaka et al., 2007). Des fibres non-
nociceptives de type A contactent des interneurones glutamatergiques exprimant la PKCy et
des interneurones inhibiteurs glycinergiques dans les couches III-IV (Miraucourt et al., 2007).
Des fibres AP peuvent recruter des interneurones GABAergiques de la couche II (Daniele et
MacDermott 2009). Des fibres de types C et Ad sont impliquées dans le recrutement de
réseaux polysynaptiques excitateurs et inhibiteurs qui contactent les neurones de la couches V

(Nakatsuka et al., 2002).



TRPAL, contactent des neurones de type radialrétakedans la couche I, mais n’établissent

pas de synapse avec les cellules en ilot ou versighita et al., 2010).

Les interneurones glutamatergiques exprimant |&P#ont les corps cellulaires se
trouvent a la frontiére des couches Il et Il (Rolgt al., 1999) sont contactés par des fibres
non-nociceptives B et A5, exprimant le transporteur de recapture du glutarvaGLUT1
(Neumann et al., 2008).

La stimulation des fibres non-nociceptivesp Arecrute certains neurones
GABAergiques de la couche Il par des circuits pahgptiques excitateurs. Ces mémes
interneurones GABAergiques sont aussi recrutédgsastimulations des afférences de types
Ad et C (Daniele et MacDermott, 2009).

Ainsi, les fibres C et A contactent les neurones des couches | et Il, gloesfibres
AP contactent les neurones des couches profondes @G®ME. L'ensemble de ces études
montre que les connexions des afférences primaeesorielles avec les neurones de la

CDME sont tres organisées en fonctions des diffésecouches.

Circuits polysynaptiques dans la CDME :

Des études a l'aide de traceurs viraux ont pedaisommencer a révéler les circuits
de la CDME véhiculant I'information nociceptive ¢hla souris (Braz et al., 2005), (2005;
Braz et Basbaum, 2009) Les fibres nociceptivesigeqigues exprimant les canaux TRPV1
er Navl1.8 contactent des interneurones des codcbiedo. Ce méme contingent de fibres
contactent des neurones de projection de la couekgrimant les récepteurs a la substance P
de type 1 (NK1). Les interneurones de la couchddisale sont contactés par des fibres non
myélinisées non peptidergiques exprimant le caail8 et le facteur de liaison a I'IB4. Ces
contingents de fibres transmettent de maniere podique de l'information nociceptive
aux neurones de projection des couches llI-V. Desiranes de projection et des
interneurones des couches -V sont contactés ms\oraptiquement par des ASP
myélinisées. Ces mémes fibres contactent aussiteiment des interneurones exprimant la

PKCy de la couche lli ventrale.

Ces données suggerent I'existence de relationspsgnas importantes dans le traitement

l'information nociceptive impliquant 'ensemble desuches de la CDME (figure 6).
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2. Relations synaptiques entre les neurones de la CDME

Différentes études électrophysiologiques ont perhés caractériser le type de

connexions synaptiques qui existent entre les mesrde la CDME.

Des enregistrements électrophysiologiques de pdeeseurones ont été réalisés dans
la CDME pour caractériser les pourcentages de ocomm® monosynaptiques entre les
neurones intrinseques de la couche Il (Lu et P200D3) et ceux des couches IllI-IV
(Schneider, 2008). Ces études montrent que lesabildbs de trouver des neurones
connectés dans la couche Il et les couches llldi sespectivement de 11% (n= 28/248) et
30% (n= 32/106). Dans la couche Il 47% (13/28) d@mexions sont excitatrices et utilisent
comme neurotransmetteur le glutamate. Les conngxidnbitrices entre les neurones de la
couche 1l (53% (15/28)) sont a 90% GABAergiquea 0% glycinergiques. L’organisation
des connexions est totalement différente entren&gones des couches llI-IV. Dans les
couches llI-IV, 31% (10/32) des connexions sont itakices et utilisent comme
neurotransmetteur le glutamate. Les connexionditnizes entre les neurones des couches
-1V (69% (22/32)) qui ont pu étre caractérisg@sarmacologiqguement impliquent toutes

comme neurotransmetteur du GABA et de la glycirs(6).

Une autre étude a été réalisée avec une technifféeedte pour évaluer le type de
connexions excitatrices et inhibitrices entre learones des couches superficielles (Santos et
al., 2009). Dans cette étude, le neurone suspégtée cconnecté au neurone enregistré est
stimulé au niveau de son corps cellulaire et npast enregistré comme dans une approche
d’enregistrement de paires de neurones. Dans éettie 221 paires de neurones connectés
monosynaptiquement ont été enregistrées, danslladeeaeurone postsynaptique était dans
la couche Il. Les auteurs décrivent que la prolié@bglobale de trouver des neurones
connecteés est de 25%. Ces connexions sont majenitent excitatrices (82%) et sont internes
a la couche Il (79%). Le reste de ces connexioogatsices provient de la couche | (8%) et
de la couche Il (13%). L'importance des connexiersitatrices a l'intérieur de la couche lI,
ainsi que l'existence de quelgues connexions dxicés entre les neurones de la couche llI
vers les neurones de la couche Il ont été déctidées une étude d’imagerie utilisant des
stimulations localisées grace a des libérationgld@amate photolibérable (= cagé) (Kato et
al., 2007).
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L’étude des connexions inhibitrices rapides GABMgues et glycinergiques dans les
couches superficielles mettent en évidence diftéeepopulations de neurones. Chez le rat,
dans la couche | les neurones regoivent uniquemhestentrées inhibitrices glycinergiques
(Keller et al., 2001). Dans la couche Il une patliés neurones recoit uniquement des entrées
GABAergiques (45%) et une autre partie (55%) ades fdes entrées GABAergiques et
glycinergiques. Dans les couches IlI-1V, tous lesinones recoivent les deux types d’entrées
synaptiques inhibitrices (Inquimbert et al., 2007).

Les interneurones inhibiteurs GABAergiques deshes | a lll, recoivent eux-mémes
des entrés synaptiques inhibitrices. Chez la soessneurones GABAergiques des couches |
et Il interne sont majoritairement contactés parideerneurones GABAergiques alors que les
neurones des couches Il externe et Il sont cagdgaptincipalement par des interneurones
glycinergiques (Takazawa et MacDermott, 2010a). Dmmnexions entre neurones
GABAergiques de la couche 1l semblent impliquéesisddintégration de processus

nociceptifs induits par I'activation des fibrestgpe C (Zheng et al., 2010).

Ces études électrophysiologiques illustrent leedié des connexions synaptiques
entre les neurones de la CDME. Il existe des diffées d’organisation importantes entre la
couche 1l et les couches llI-IV notamment dans desnexions inhibitrices. Malgré ces
nombreuses études trés peu de chose sont connud&®gentuelles relations synaptiques

fonctionnelles entre les couches superficiellggretondes de la CDME.

Les neurones de la CDME forment des réseaux compleinterneurones inhibiteurs et
excitateurs. L'implication fonctionnelle de cesaagx et de leur plasticité lors du traitement

de I'information nociceptive sont présentées dargaltie suivante.
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lll.  « Le systeme nociceptif spinal »

La nociception est I'ensemble des processus plogigues permettant a un
organisme de détecter des stimulus potentiellendemimageables pour ses tissus. Les
neurones sensoriels spécialisés dans la détectwsn stimuli nociceptifs sont appelés
nocicepteurs. Ces neurones contactent des newlelasCDME. Les réseaux de neurones de
la CDME vont intégrer et moduler I'information noeptive avant de la transmettre vers des
centres supra-spinaux. En retour les centres spginaux exercent des contrdles facilitateurs
ou inhibiteurs sur les réseaux de neurones de IMEDL'ensemble de ces connexions
synaptiques qui participent au traitement de linfation nociceptive au niveau médullaire se

définit comme le systeme nociceptif spinal. (Vaartge 11)

La détection d'une lésion tissulaire, d’'une brOJuttune inflammation va induire des
réponses de la part de I'organisme. Les seuilsétiection sensorielle vont étre abaissés, et
des modalités sensorielles non-nociceptives vorg éétectées comme de l'information
nociceptive. Ainsi, I'hyperalgésie se définit comrtee phénomene de facilitation de la
détection des stimuli nociceptifs en abaissanstasls de détection. L’allodynie est la mise

en place d’'une sensation douloureuse en réponsg stichuli non-nociceptifs.

Les résultats de nombreuses études suggerent guédeents neuronaux de la corne dorsale
de la moelle épiniere participent a I'inductionaela maintenance des états d’hyperalgésie et
de l'allodynie (Sandkuhler, 2009). La plasticitésdéseaux de neurones de la CDME semble

en partie responsable de la mise en place d’étagpetalgésie et d’allodynie.

1. Plasticité fonctionnelle des neurones de la CDME

Différents mécanismes de plasticité ont été d&dans la CDME.
a) Mécanismes de plasticités synaptiques

Le « Wind-up »:

Le phénomene de « Wind-up » est une facilitationladeéponse de neurones des
couches Il et V en réponse a une stimulation étpetrd’intensité constante (0,3-5Hz pendant

5 a 60 secondes) des fibres C. A chaque déchagyibdes C la réponse postsynaptique du
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neurone contacté (mono- ou poly-synaptiguementjapygilifiee. En effet, une sommation
temporelle des réponses postsynaptiques s’effeetiule neurone n’a pas le temps de revenir
a son potentiel de repos entre chague déchargébdes C. Cette facilitation dépend de la
libération de glutamate et de I'activation des péears NMDA. Ce phénomeéne apparait en
guelques secondes et disparait au bout de quelguages (1-5 minutes). Ainsi par ses
propriétés le Wind-up est classé comme un mécanisr@asticité a court terme (Woolf et
Salter, 2000).

La plasticité a long terme :

La potentialisation & long terme (PLT) de I'effidécsynaptique est un processus de
plasticité synaptique (Bliss et Lomo, 1973). Dansystéme nociceptif spinal un tel processus
a été decrit (Sandkuahler, 2009). La stimulationaaté fréquence des fibres C (100 Hz,
pendant 1 secondes) entraine uniquement une Plhivaau des synapses avec les neurones
de la couche | qui expriment le récepteurs NK1iwetpmojettent vers le noyau parabrachial.
Ce protocole n’induit pas de plasticité synaptiguec les autres neurones de la couche I. Un
tel mécanisme de plasticité pourrait contribueat enlse en place de I'hyperalgésie thermique
(Randic et al., 1993). Les autres neurones de girofede la couche | exprimant le récepteur
NK1 et qui contactent les neurones de la substgrise périagueducale ont leurs synapses
potentialisées par des protocoles différents aeuwdsitions des fibres C (2-3 Hz, pendant 2 a 3
minutes) (Ikeda et al., 2006).

b) Changement d’excitabilité et de patrons déndeges

Des changements d’excitabilité des neurones deuahe Il ont été mis en évidence
suite a la phosphorylation de la sous-unité Kv4&2 chnaux potassium sensibles au potentiel.
Ce mécanisme semble important dans le développettiemeralgésie (Hu et al., 2003).

Des changements de profils de décharges de neudenk couche V ont été décrits
(Derjean et al., 2003). Les neurones de la coucbat\iun profil de décharge de type tonique.
L’application d’'un agoniste des récepteurs métapiques glutamatergiques de type | ou
I'application d’une stimulation nociceptive prola¥ginduit I'apparition d’'une dépolarisation
soutenue en plateau qui favorise la décharge amtite ces neurones. L'induction d’une
dépolarisation en plateau est un mécanisme intfiesau neurone qui amplifie la fréquence

de décharge de potentiel d’action suite a une $ition.
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L’ensemble de ces mécanismes de plasticités sgnapten lien avec I'intégration des
informations nociceptives témoigne de l'importardes neurones de la CDME dans le
traitement I'information nociceptive. D’autres maanes vont aussi pourvoir rendre compte
de l'importance des neurones de la CDME dans lautatidn des informations nociceptives

notamment lors d’'états de douleurs inflammatoitésueneuropathique.

2. Changements associés aux douleurs inflammatbimewgopathique

Les états de douleur a court terme (douleurs aiguéflammatoires) et a long terme
(neuropathie) peuvent étre induits chez I'animbleXiste un grand nombre de modéles
animaux pour modéliser ces différents états (Samdk(i2009). Différentes études ont pu
mettre en évidence des changements au sein de MEGIans ces modeles animaux de
douleur.

a) Douleur aigué et inflammatoire

Lors de douleurs inflammatoires il y a une augmagon de la concentration de
prostaglandine PGE2 dans le CDME une heure apresdaction en périphérie (Samad et
al., 2001). L'un des effets de la PGE2 dans la CD#Ede réduire l'inhibition glycinergique
via un mécanisme postsynaptique (Zeilhofer et Dédh 2008). Les récepteurs de la glycine
de la couche Il exprimant la sous-unité GigRvont étre inhibés, ce qui diminue le degré
d’inhibition synaptique. Cette perte d’inhibitiorstecorrélé avec des états d’hyperalgésie

thermique et d’allodynie mécanique (Harvey et2004).

Dans le cas de douleurs inflammatoires, on a gbsegalement une augmentation de
la production de neurostéroides58 réduits au niveau spinal. Ces stéroides sont des
potentialisateurs de la transmission GABAergiqudiraitent I'étendue de I'hyperalgésie
thermique qui accompagne les états de douleuminfiatoire (Poisbeau et al., 2005).

b) Douleur neuropathique

Par définition, les douleurs neuropathiques sestabuleurs consécutives a une lésion
du systéeme nerveux. Selon le lieu de la lésiondistingue des douleurs neuropathiques

périphériques et des douleurs neuropathiques tesntr&€es douleurs sont liees a un
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dysfonctionnement du systeme nerveux. La douleurapathique est une douleur spontanée

qui peut s’exprimer en dehors de toute stimulatiériphérique ou étre évoquée.

Les situations étiologiques les plus fréquentest sis douleurs post-traumatiques,
postchirurgicales, les compressions radiculairemroues par arthrose ou les hernies
discales (sciatiques ou cervico-brachialgies), iafue les neuropathies périphériques, en
particulier celles liees au diabete ou a lacticgurntoxique des polychimiothérapies
anticancéreuses. Les douleurs neuropathiques Eng‘abservent lors de Iésions du systéeme
des voies sensitives (soit les cordons postérigierda moelle, soit le faisceau spino-

thalamique), ou les systéemes de controle de leedo(Kuner, 2010).

De nombreuses perturbations moléculaires et celslgériphériques et centrales ont été
décrites dans des modeles animaux de douleurspahrgues [pour revue (Hunt et Mantyh,
2001; Baron, 2006). Dans cette introduction, seadsnécanismes mettant directement en jeu

les connexions synaptiques de la CDME sont briewneighécrits.

Changement dans la libération de neuromodulateurs

Dans les modéles de douleur neuropathique dectypstriction du nerf sciatique, on a
pu observer de nombreux changements de marquenssles neurones de la CDME. Le
niveau de libération de glutamate est plus élevéala de la constriction (Kawamata et al.,
2005). Des expériences de dosage montrent égalemueries neurotransmetteurs comme la
sérotonine et la noradrénaline, mais aussi desopeptides (neuropetide Y, galanine) sont
trouvés en plus grande concentration chez un animeatopathique que chez un animal
contrdle (Colvin et Duggan, 1998, 2001).

Changement gliaux :

Des activations de cellules microgliales et/owstiacytes de la CDME ont été décrites
dans certaines douleurs inflammatoires ou neurapsgh. Ces changements microgliaux
sont, dans ces cas, impliqués dans les états ddlggsie et d’allodynie, pour revue (Scholz
et Woolf, 2007)
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Centres supra-spinaux impliqués dans la nociception

NK1- NK1+
I Neurones de projection
II externe
N\ N

——————————————————————————— —I——————————————l—————---------—————————
IT interne - V | |

1 1

| 1

glycine PKCy GABA
Interactions synaptiques == |nformation non-nociceptives
Neurone Interneurone inhibiteur

Figure 7. Réseaux impliqués dans 1’allodynie mécanique.

Les informations non-nociceptives véhiculées par des fibres de type A sont intégrées dans les
couches Ilinterne-V. Un des rdles des interneurones inhibiteurs de la CDME est d’inhiber des
réseaux de neurones permettant aux informations non-nociceptives d’étre acheminées vers les
neurones de projection de la couche I qui codent les informations nociceptives. Un de ces
réseaux est placé sous un controle glycinergique et fait intervenir des interneurones
glutamatergiques exprimant la PKCy et les neurones de projection de la couche I n’exprimant
pas le récepteur NK1 de la substance P. Un autre réseau est sous controle GABAergique et fait
intervenir des interneurones glutamatergiques et les neurones de projection de la couche I
exprimant le récepteur NK1 de la substance P. La perte de I’inhibition de ces réseaux conduit a
la mise en place d’une allodynie mécanique (D’aprés Takasawa et MacDermott 2010 ;

Miraucourt et al., 2007 ; 2010).



Perturbation de la transmission GABAergique :

Pour expliquer la perte d’efficacité de la transie synaptique inhibitrice lors de
douleurs neuropathiques I'existence d'une mort utalle sélective des neurones
GABAergiques a été suggérée (Moore et al., 2002puis, les études réalisées avec des
modeles animaux de douleur neuropathique indiggeatla mort cellulaire d’interneurones
GABAergiques ou encore la baisse de synthese de AGAB semblent pas directement

impliqués dans les états d’allodynie et d’hypersigéPolgar et al., 2003; Polgar et al., 2004).

L’inhibition GABAergique peut étre moins efficace I& gradient des anions est
perturbé. Ce gradient est assuré par les transperkeCC2 et NKCC1. Chez des animaux
neuropathiques la perturbation du fonctionnemenK@€2 aura pour effet de rendre les
courants GABA et glycine moins hyperpolarisants, voire dépotaris du fait de
'accumulation d’ions Cldans les neurones. Cette perte d’'inhibition fe#iit la mise en
place d'états d’allodynie et d’hyperalgésie (Cailhl., 2003; Coull et al., 2005)

Lors d’états douloureux des changements moléesl@nportants apparaissent au sein
de la CDME. Ces changements vont affecter lesmessons synaptiques entre les neurones
de la CDME et rendre compte d’état hyperalgésientitpie et d’allodynie mécanique. I
existe d’autres changements au niveau de la CDMEpguvent sous-tendre des états

d’allodynie mécanique, ces derniers sont dévelodpés la section suivante.
3. Circuits spinaux de l'allodynie

L’allodynie mécanique permet a des informationgiliEg non-nociceptives d'étre
percues comme douloureuses. La mise en place dallieesituation suggere I'existence de
réseaux de neurones permettant a linformation nooiceptive d’activer des neurones
impliqués dans le traitement de 'information negtve (figure 7). L'allodynie posséde des
composantes spinales car l'injection intrathécaeblbquants de la transmission inhibitrice

GABAergique et glycinergique induit une allodyni€@canique (Yaksh, 1989).

La théorie du portillon ou «gate control theoryde la douleur attribue aux
interneurones inhibiteurs de la CDME un role céntlans le traitement de linformation
nociceptive. Dans la proposition de Melzack et WHI65), les fibres non-nociceptivesfjA
recruteraient des interneurones inhibiteurs darara Il qui réduiraient I'activité synaptique
des fibres nociceptives, ce qui inhiberait l'inf@mon nociceptive (Melzack et Wall, 1965).
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Il existe donc des possibilités d’interactions entnodalités nociceptives et non

nociceptives au niveau de la CDME.

Interactions entre modalités nociceptives et nasiceptives

Des fonctions anormales des fibre$ Anhon nociceptives) peuvent contribuer a
I'allodynie tactile dans des états de douleurs ogathiques et/ou inflammatoires si les
informations qu’elles véhiculent accedent aux régsede neurones de la CDME impliqués
dans le traitement de I'information nociceptiveextiste deux cas de figure pour expliquer ces

interactions :
» Théorie du bourgeonnement et nouvelle innervation :

Une étude a rapporté que les terminaisons centlakefibres A (Woolf et al., 1992))
étaient sujettes a un bourgeonnement axonal (Spgwters les couches | et Il externe de la
CDME suite a une axotomie périphérique. Ce résaltété contesteé, et d’autres expériences
ont montré qu'un tel bourgeonnement n'avait pas léans des états de douleurs
neuropathique et/ou inflammatoire (Hughes et &l032 Woodbury et al., 2008).

* Relations synaptiques entre couches de la CDME :

Dans certaines conditions, les informations nocigeptives vehiculées par les fibres
AB peuvent étre transmises de maniére polysynaptifugliquant des transmissions
glutamatergiques rapides vers les neurones dedesucet Il impliquées dans le traitement
de l'information nociceptive. Ceci semble étre & cdans des états de douleur inflammatoire
ou neuropathique (Baba et al., 1999; Schoffnegdeale 2008), ou aprés application
d’antagonistes des récepteurs GAB&t des récepteurs de la glycine, ce qui correspoma
blocage total de I'inhibition de la CDME (TorsnetyMacDermott, 2006). L'existence de ces
connexions synaptiques entres les couches « ndigiegp et « non-nociceptives » révélées
uniquement dans certaines conditions, implique Ipsesoient sous fort contréle inhibiteur

dans des situations physiologiques de bases (Cebmilh, 2004).

Des études récentes (Miraucourt et al., 2007; P@d9niveau du noyau spinal du
trjumeau, dont I'organisation en couche est codréid comme analogue a celle de la CDME,
démontrent I'existence d’une inhibition glycinergel qui s’exerce sur les interneurones

excitateurs exprimant la PKC Ces interneurones sont responsables d'un transfer
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d’'information non-nociceptive vers les neuronegpuagection de la couche | n’exprimant pas
les récepteurs NK1. Une perte de l'inhibition ghaiigiqgue dans ce systeme conduit a une

allodynie mécanique dynamique.

De nombreux changements au niveau de la CDME varticjper a la mise en place et au
maintien d’états d’allodynie mécanique. La miseptace d’'une allodynie mécanique a été
décrite suite a I'activation de fibres nociceptiegprimant TRPV1 (Willis, 2009). Les effets
de l'activation des canaux TRPV1 au niveau de |aMEDsont détaillés dans la section

suivante.

4. Activation des nocicepteurs TRPVL1 et systeme nudispinal

L’excitation des terminaisons sensorielles des raffées primaires, par des
températures nociceptives ou non nociceptives dEpm la présence, a leur surface
membranaire, d’'un ou de plusieurs éléments de dalléa des protéines de transduction
appelée « transient receptor potentiel » ou caraliRP ». Le canal TRPV1 participe a la

détection des températures nociceptives (Catetiak, 4997)

a) Caractérisation et fonction des canaux TRPV1

Le récepteur TRPV1 a été cloné chez le rat etdais{Caterina et al., 1997). Il s’agit
d’'un canal cationique transmembranaire présentaatforte perméabilité aux ions €£aCe
canal est activé par des températures nocicep{ive43°C), par les protons et par des
agonistes sélectifs tels que la capsaicine (penegtif du piment) ou la résinifératoxine
(Spicarova et Palecek, 2008). La capsazépine esintegoniste compétitif du récepteur
TRPV1 (Walpole et al., 1994). Les récepteurs TREM® sont pas activés par la capsaicine.
Au niveau central, des lipides endogenes, comm&ADA (N-arachidonyldopamine),
peuvent activer les récepteurs TRPV1 et induirdidaration de glutamate a partir des
terminaisons des nocicepteurs exprimant TRPV1, raassi de substance P et de CGRP
contenus dans les mémes terminaisons (Huang €t08l2). Le mécanisme de transduction

impliquant le récepteur TRPV1 implique I'ouvertudeun canal cationique non sélectif,
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permettant un influx d’'ions Naet C&", et une sortie d’ions K ce qui a pour conséquence de

dépolariser les nocicepteurs qui I'expriment (&bt Basbaum, 2001).

Une souris KO TRPV1-/- a été générée (Caterind.,e2@00). Cette souche de souris
présente des réponses normales aux stimuli méemitpciceptifs, mais présente un déficit
dans la détection des stimuli thermiques chaudgepiifs. Les comportements douloureux
induits normalement par la capsaicine ne se preduisas chez les souris KO TRPV1-/- .
L’hyperalgésie thermique au chaud, induite paréation intraplantaire de carragénine, un
agent pro-inflammatoire, est absente chez les sogripossédant pas les récepteurs TRPV1
(Davis et al.,, 2000). Au niveau des terminaisonsppériques, il a été établi que les
récepteurs TRPV1 pouvaient étre potentialisés gmmniédiateurs de l'inflammation tels que
la bradykinine, les prostaglandines ou les pro{@wtright et Szallasi, 2004). Le nombre de
récepteurs TRPV1 peut étre augmenté a la périptianes des conditions inflammatoires, par
I'action du NGF (Ji et al., 2002).

b) Localisation des canaux TRPV1 dans le systamaptif spinal

Les récepteurs TRPV1 sont exprimés par des affésede type C et A (Caterina et
al., 1997; Guo et Gotz, 1997). Chez le rat, legrafices exprimant TRPV1 réalisent des
synapses glutamatergiques avec les neurones delsesolet I, et plus particulierement dans
la couche Il interne (Guo et al., 1999; Valtschamofal., 2001). Les terminaisons centrales
TRPV1, qui se projettent dans la couche |, contdaties neurones exprimant le récepteur
NK1, et réalisent des contacts monosynaptiques desmeurones de projections du tractus
spino-parabrachial (Hwang et al., 2003). Le dévedmpent des afférences primaires
exprimant le récepteur TRPV1 dans la CDME se fagaéntre P20 et P30 (Guo et al., 1999).
Chez le rat, la grande majorité des afférencesosieties cutanées exprimant TRPV1 exprime
aussi le récepteur a l'isolectine IB4 qui carastties fibres non peptidergiques (70% des
fiores TRPV1). Un autre contingent de fibres seilefles (30% des fibres TRPV1) se

caractérise par la présence de neuropeptides (SRPL

Le canal TRPV1 est donc un bon marqueur des fiwegeptives impliquées dans la
détection de chaleur nociceptive. Ces fibres sgetiemt dans la CDME au niveau des

couches | et II.
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c) Roles physiologiques des afférences sensarirtieiceptives exprimant TRPV1

La capsaicine est utilisée en recherche cliniqoer gomprendre les mécanismes
induisant des douleurs. Cette substance peut,ratida de sa concentration et de son mode
d’administration, générer de I'hyperalgésie ou ‘dedlgésie ou encore de I'allodynie. Elle
permet de stimuler des nocicepteurs exprimantdespteurs TRPV1 (Jancso et Maggi, 1987,
Knotkova et al., 2008). L’'injection intradermaleude faible dose (100 pg dans 10 pL) de
capsaicine induit une douleur aigué, de type belkir quelque fois des démangeaisons
(prurit) (LaMotte et al., 1991). Elle est suivie de mise en place d'une hyperalgésie
mécanique chez I'humain et d’'une excitabilité aeqeensibilisation des neurones du tractus

spino-thalamique (Simone et al., 1991).

Activation des terminaisons périphérigues TRPV1

L’activation des terminaisons périphériques TRPYWAr I'injection sous-cutanée de
capsaicine, induit des décharges dans les nociospigolymodaux de type C et les
nocicepteurs mecano-thermiques de type (Rau et al., 2007). Les afférences primaires
nociceptives qui sont excitées vont libérer du aghate dans la CDME, mais aussi des
neuropeptides en fonction des espéces animalegésugubstance P, neurokinine A, CGRP)
(Huang et al., 2002). Ces neurotransmetteurs abmagdulateurs vont contribuer a exciter
des neurones de second ordre, dont des neurong®jdetion des couches | et V par des
voies polysynaptiques, impliqués dans I'élaboratiersensation douloureuse. La douleur est
ressentie comme maximale, rapidement aprés /linojectde capsaicine, et décroit
progressivement apres 15 a 20 minutes (Willis, 2088 niveau du site d’injection de la
capsaicine, se met en place une hypoesthésie @tigsee est le terme meédical utilisé pour
décrire une diminution de la sensibilité a la stemion) due a la désensibilisation des
afférences primaires exprimant le récepteur TRPMAMptte et al., 1991). Autour du site
d’injection se développe une hyperalgésie primaiézanique et thermique qui dure environ
un jour. (hyperalgésie = sensibilité augmentéedoladeur). Autour de la zone d’hyperalgésie
primaire se développe une allodynie mécanique. alloelynie est une douleur ressentie par

un sujet alors que le stimulus responsable étaity g méme sujet, antérieurement indolore.
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Elle correspond a la diminution du seuil douloureux stimulus normalement non nociceptif
va étre percu comme douloureux par le sujet (Torgbgt al., 1992). Les afférences, qui
innervent la peau dans les régions d’hyperalgésierslaire et d’allodynie mécanique, ont un
niveau normal d’excitabilité : il n'y a pas de siilsation périphérique par linjection
de capsaicine (LaMotte et al., 1992). Ces procedépsndent donc de I'augmentation des
réponses des neurones centraux du SNC, dont celax@eME. Dans le cas de I'allodynie
mécanique, des informations non nociceptives voawpir exciter des neurones des couches
nociceptives. L’'ensemble des processus moléculagtesde plasticité synaptique, qui
conduisent a augmenter 'excitabilité des neurateeka CDME en réponse a des stimulations
nociceptives, implique notamment des mécanismesseaesibilisation centrale, et de
potentialisation a long terme de la transmissiomaptique excitatrice, pour revue
(Sandkuhler, 2009; Willis, 2009). D’autres mécaresncentraux au niveau spinal vont
intervenir pour moduler l'arrivée de l'informationociceptive véhiculée par les fibres
TRPV1. L'un de ces mécanismes pourrait mettre enuje circuit encore mal connu qui
impliquerait des connexions avec des neurones damuahe V et des neurones du noyau

Accumbens qui mettent en route des contrles itéhiks descendants (Tambeli et al., 2009).

Activation des terminaisons centrales TRPV1

L’injection intrathécale de capsaicine conduitlad mise en place d'une
hyperalgésie qui peut, a long terme, devenir ursgasie (désensibilisation) (Yaksh, 1987;
Spicarova et Palecek, 2008). L’injection intratHécdantagonistes des récepteurs TRPV1,
permet de réduire ou de prévenir la mise en pldogpdralgésie thermique et d’allodynie
mécanique, dans différents modéles de douleuranmmflatoires et chroniques (Kanai et al.,
2005). Il a été montré qu’il existait dans la MEeuamille de dérivés lipidiques de la classe
des acides linoléique (13- et 9-hydroxyoctadeca@nqui sont des agonistes du canal
TRPV1. Linjection intrathécale de ces composéssdin ME, induit I'apparition d'une
allodynie mécanique. La neutralisation de ces ca@podans un modele de douleur
inflammatoire chronique (CFA), permet de bloquepparition de I'allodynie mécanique
(Patwardhan et al., 2009).

L’activation périphérique ou centrale des termsoas nociceptives exprimant TRPV1

induit a la fois de I'hyperalgésie thermique ef’ddodynie mécanique.
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d) Impact de I'activation des récepteurs TRPV1lsartransmissions synaptiques de
la CDME

Des injections sous-cutanées de capsaicine dangaies postérieures du rat,
induisent l'augmentation de I'expression du genécpce c-FOS dans des neurones
inhibiteurs et excitateurs des couches superfeseit profondes de la CDME (Zou et al.,
2001; Hossaini et al., 2010).

La stimulation des terminaisons centrales exprinf&®V1 par la capsaicine induit
une libération de glutamate(Ueda et al., 1994). Begroches électrophysiologiques ont
montré que I'application de capsaicine dans umelm@aigue de ME de rat adulte augmentait
la fréquence des sCPSE et des mCPSE dans la chutthta CDME. Ces études ont permis
de déterminer que les afférences exprimant le téueprRPV1 réalisaient des synapses
fonctionnelles avec les neurones de la couchedkéitsuka et al., 2002). Une sous-population
de neurones exprimant le récepteur NK1 dans leshesul (73%) et IlI-IV (43%) est
contactée par des afférences TRPV1 (LabrakakisaseDdrmott, 2003). De maniére générale,
les neurones de la couche V ne sont pas directecoatdctés par des afférences primaires
TRPV1 (Nakatsuka et al., 2002), mais il semble gufaible contingent de neurones de

projection spinothalamiques le soit (Kim et al.02)

Il existe des circuits polysynaptiques excitatequs transmettent de l'information
provenant des afféerences TRPV1 depuis la couchwerl la couche V (Nakatsuka et al.,
2002). L'enregistrement de courants synaptiquegagars miniatures révéle que seules des
terminaisons excitatrices contactant des neurome$adcouche Il expriment le récepteur
TRPV1, et aucun neurone de la couche V. Par cold@seneurones de la couche V sont
excités par I'application de capsaicine en I'absede bloquant de la genese de potentiels
d’action ce qui suggére l'existence d'un circuitlysgnaptique excitateur relayant de
I'information nociceptive de la couche Il vers lauche V.

La stimulation des afférences primaires TRPV1 mtrdiactiver des interneurones
GABAergiques et glycinergiques. Chez les rats alge8 a 4 semaines, la capsaicine induit
des changements de fréquence des courants syrepigiBAergiques et glycinergiques
dans la couche Il (Zhou et al., 2007, 2008). Cheezsduris (P8-12), I'activation des
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terminaisons TRPV1 induit une augmentation dedagmission inhibitrice dans la couche lI,
par un mécanisme indépendant de la transmissidangatergique, mais dépendant de la
substance P et d’interneurones inhibiteurs exprinfenécepteur NK1 (Ferrini et al., 2007).
Chez le rat aprés destruction des fibres TRPVluparaitement néonatal a la capsaicine, il
semble persister une trés faible population de amas glutamatergiques intrinséques a la
couche Il exprimant le canal TRPV1 au niveau pastptique (Zhou et al., 2009). Chez la
souris, une étude électrophysiologique indique riésgnce de récepteurs TRPV1 sur des
interneurones inhibiteurs dans un systeme de eutitganotypique de tranche de ME (Ferrini
et al., 2010).

Résumeé

La capsaicine permet d’activer spécifiguementtdesrinaisons centrales d’afférences
nociceptives exprimant TRPV1. Ces terminaisonsamiant des neurones des couches | et Il
L’information nociceptive TRPV1 est transférée végs neurones de la couche V par un
réseau polysynaptique excitateur. Il n’existe aecutonnée concernant les relations
fonctionnelles synaptiques entre la couche Il st deuche llI-IV dans le traitement de

l'information sensorielle provenant des afférentB$V1.
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Objectifs de la thése

La corne dorsale de moelle épiniere (CDME), orgamien couches, constitue le
premier relais central des informations sensogefieovenant de la périphérie. Les couches
superficielles (I-1) recoivent principalement degormations nociceptives par des fibres de
type A5 et C. Les couches plus profondes, notamment leshes IlI-1V, sont les cibles de

fibres de type A véhiculant des informations non-nociceptives.

Nous formulons I'hypothése que l'intégration desssages somato-sensoriels
nociceptifs et non-nociceptifs dans la corne dersi la moelle épiniere met en jeu des

interactions entre couches superficielles et casiphefondes.

Actuellement peu de choses sont connues surdeau® de neurones pouvant
participer a de telles interactions, et I'implicatides couches llI-IV dans le traitement de

l'information nociceptive n'a pas été établie.

L'objectif de cette thése est de mettre en évidence des relations synagtique
fonctionnelles entre la couche Il et les couchegomdes de la CDME dans le contexte du
traitement de l'information nociceptive. Pour calas enregistrements électrophysiologiques
(patch-clamp), combinés a des applications de @epsaqui stimulent sélectivement des
neurones des couche I, sur tranches aigués ddenép@hiere de rats agés de 3 a 4 semaines,
permettront de caractériser les interactions symags excitatrices et inhibitrices entre les

neurones de la couche Il et les neurones des copcbmdndes de la corne dorsale.

Les neurones qui répondent aux stimulations desdifRPV1, sont impliqués dans
un réseau du traitement de 'information nociceptiRour déterminer si ces neurones peuvent
participer a l'intégration d’'informations sensolésl véhiculées par d’autres types de fibres,
des applications de probénécide ont été faites.plabénécide active les terminaisons
centrales de fibres, exprimant TRPV2 et n'exprimpas TRPV1, impliquées dans la
mécanoception. Ces expériences permettront detéesae les réseaux de neurones distincts
impliqués dans les traitements de I'informationsseielle véhiculée par les fibres TRPV1 et
par les fibres TRPV2. Ces expériences permettrentdéterminer I'existence de neurones
communs a ces réseaux. Les transmissions inhdstr@ABAergiques et glycinergiques
mises en jeu lors du traitement de ces informatsmrssorielles feront I'objet d’'une étude

approfondie.

41



Matériel et Méthodes

Animaux et traitements
1. Animaux utilisés

Les animaux utilisés pour ce travail de théseeétades rats males de la souche
Sprague-Dawley. Ces animaux sont nés et élevés'daimalerie du laboratoire, avec eau et
nourrituread libitum, et soumis a une photopériode en deux phasesejowit de 12 heures
chacune. Toutes les expérimentations ont été affest en conformité avec la Iégislation
européenne directive 86/609/CEE du conseil de 6perdu 24 novembre 1986 en ce qui
concerne notre animalerie et avec I'autorisatiomihistere francais de I'agriculture (Licence
numero 67-107, R. Schlichter). Les animaux utiliésent agés de 17 jours a 30 jours (P17-
P30).

2.Injections

Pour certaines expériences, des rats ont subi méentents consistant en des
injections de substances par voie sous-cutanée bEmsvoltes plantaires des pattes
postérieures. Un volume de 50 puL a 100 pL par patégé injecté grace a une seringue
Hamilton ©. Dans d’autres expériences les animaux ont veguinjection intrathécale d’'un

volume de 10 pl entre les vertébres lombaires L%et

Les injections ont été réalisées sous anesthégieuge a l'isofurane (mélange @
bars) a un débit de 0,2 litres/minute avec 3% €&usane). Pour cela, 'animal est placé dans
une chambre close ou arrive le gaz anesthésiam.fdle profondément endormi, et afin de
permettre I'injection intraplantaire ou intrathézae substance, le rat est sorti de la chambre
et son museau est placé dans un masque par lejukifesé le gaz anesthésiant tout au long

de l'injection.

Pour induire une inflammation périphérique, ledsrant recu une injection
intraplantaire (3 g / 100ml) de carragénine dare swiution de NaCl a 9%.. La carragénine
est un polysaccharide sulfaté linéaire, extraitlglias marines, (carragéniieSigma-
Aldrich). L'injection de carragénine induit un ced®&mes pattes associé a une hyperalgésie
thermique au chaud et une allodynie mécanique ijPaiset al., 2005). Ce traitement permet
de produire un modele de douleur inflammatoire chaaimal. Dans le cas des études
électrophysiologiques, des injections bilatératas effectuées dans les pattes postérieures, et
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Tableau 3. Composition en mM du sACSF et de ’ACSF

sACSF ACSF
Saccharose 248 -
NaCl - 126
NaH,PO, 1,25 1,25
KClI 2 2,5
CaCl, 2 2
MgCl, - 2
MgSO, 1,3 -
NaHCO; 26 26
Glucose 11 10




les animaux sont sacrifiés 12 heures apres lestiofes afin de préparer les tranches aigués de

moelle épiniére.

Pour tester les effets comportementaux de sutegaamtivant les afférences primaires
(capsaicine et probénécide), des injections irdraplres sous-cutanées uni ou bilatérales ont
ete effectuées dans les pattes postérieures. Lisgmw@mn du groupe contréle ont recu une
injection de la solution d’excipient (NaCl a 9%., BEN (40%) a 1%, éthanol absolu 10%).
Le probénécide et la capsaicine ont été prépads a&oncentrations de 20 mM et 1 mM
respectivement dans de I'excipient juste avanjddtion. Pour les injections intrathécales, les
substances utilisées ont été diluées dans unewmoldé NaCl a 9%.. Le pH des solutions

injectées a éte vérifié et ajusté a 7.3.

Il. Préparation des tranches

Les rats sont anesthésiés par une injection pérdgenéale de kétamine (75 mk/kg
Imalgene) et sacrifiés par décapitation. Le priacjprobleme de la préparation des tranches
est I'excitoxicité glutamatergique due a la libératmassive de glutamate par les neurones
durant la section du tissu et & I'activation deepéeurs NMDA fortement perméables aif'Ca
Pour limiter I'activation des récepteurs NMDA, légsskction de la moelle épiniere et la
préparation des tranches sont réalisées dans Wwimsale saccharose-ACSF (SACSF, ASCF
= artificial cerebrospinal fluid (tableau 3)) conémt 2 mM d’acide kynurénique, un
antagoniste des récepteurs canaux du glutamateg@yidpe plus le NaCl cette solution a été
remplacé par du saccharose afin d’'empécher la gedes potentiels d'action et par
conséquent la libération synaptigue massive deaglate. Les compositions des solutions
SACSF et ACSF sont données dans le tableau 3. dlesions pour la préparation des
tranches sont maintenues a une tempeérature congrigee 1 et 6°C et sont continuellement
bullées avec du carbogene (95%eD5% CQ) (figure 8).

1. Prélevement de la moelle épiniere

Aprés décapitation, I'animal est déposé sur urmghle de dissection posée sur un
tapis de glace. Une incision longitudinale dangpéau du dos depuis la nuque jusqu’a la
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1. Prélevement de la ME 2. Inclusion dans |'agarose

Extrusion hydraulique

sACSF4°C
Inclusion du renflement lombaire
de la ME dans un bloc d’agarose (5%)
3. Coupe au vibratome 4. Stockage des tranches

- 95% 0,5% CO,
 — &
%
L~
Section de ME de 600pm Stockage des tranches dans 'ACSF

a température ambiante

Figure 8. Préparation et stockage des tanches aigués de ME

(1). La ME de rat males Sprague-Dawley P17-P26 est prélevée par extrusion hydraulique : une
pression hydraulique est exercée dans le canal rachidien pour expulser la ME. (2). La partie
lombaire de la ME est placée dans une goutticre d’un bloc d’agarose. (3). Des sections
transversales de 600pum d’épaisseur sont réalisées au vibratome puis sont placées (4) dans une
chambre de stockage contenant de ’ACSF oxygéné par un mélange 95% O,/ 5% CO, a

température ambiante.



région sacrée est réalisée avec un scalpel, plisda d’'une paire de ciseaux, la colonne

vertébrale est sectionnée aux niveaux sacré etcssuical.

Une seringue de 20 ml contenant 10ml de sACSF C)-6f équipée d’'un cdne de pipetteman

de 200 pl sectionné afin d’obtenir une ouvertur@ dem a la pointe, est insérée dans le canal
rachidien au niveau sacré (figure 8). L’injectioe dACSF grace a la seringue permet
I'extrusion hydraulique de la ME au niveau cervidad ME est rapidement placée dans une
boite de Pétri remplie de sACSF froid (1-6°C) etntemue sur de la glace. Les méninges
sont ensuite soigneusement retirées a l'aide deepia dissection fines. Le renflement

lombaire de la ME est prélevé en pratiqguant deetie®s au scalpel de part et d’autre de ce

renflement (figure 8).

2. Préparation des tranches

La partie de la ME prélevée est déposée dans uuttigge réalisée dans un cube
d’agarose a 5 % (Euromedex). La largeur de la gwatest ajustée de maniere a assurer le
maintien du renflement lombaire sur toute sa longusans I'écraser. Le cube d’agarose
tenant la ME est collé avec de la superglue spidtine d’'un vibratome (Leica VT 1000 ou
Leica VT 1200s). La platine est rapidement dépasées la cuve du vibratome contenant du
SACSEF froid (1-6°C). Le tranchage du renflement baire est effectué a une fréquence de
vibration de la lame de 20 Hz, une vitesse d’avart®0.2mm:§ et une épaisseur de coupe
de 600um. Les tranches ainsi obtenues sont stoskées filet de nylon, dans une chambre
contenant de I'ACSF oxygéné avec un mélange 95%e105% CQ, et conservées a
température ambiante pendant au moins 1 heure deamtébut des enregistrements

électrophysiologiques (figure 8).
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Electrode d’enregistrement
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Figure 9. Schéma représentant le dispositif expérimental.



lll.  Enregistrements électrophysiologiques

Les enregistrements ont été effectués en mode tgtenposé en utilisant la configuration
« cellule entiere » de la technique du patch clabgs. enregistrements ont été effectué a

température de 26 + 3°C

1. Chambre d’enregistrement

Pour les enregistrements électrophysiologiques,ttarehe de ME est transférée dans une
chambre de perfusion & immersion. Cette chambrgmnd deux compartiments. Le premier
compartiment est le lieu d'arrivée de la solutienpirfusion (ACSF) et communique par des
petits orifices avec le second compartiment dangsidese trouve la tranche de ME. La
perfusion se fait par gravité et I'évacuation dide de perfusion se fait grace a un papier
buvard situé a I'extrémité du second compartimégtife 9). Dans le premier compartiment
se trouve également I'électrode de référence, itoéstd’un fil d’argent chloruré immergé
dans 'ACSF. La micropipette est positionnée vatément au-dessus de la zone d’intérét,
par l'intermédiaire d’'un micromanipulateur (LEIT£) sous controle visuel grace a une loupe

binoculaire.
2. Pipettes et milieu intracellulaire

Les pipettes sont fabriquées a partir de caplagte borosilicate (diamétre externe
=1,2 mm et diametre interne = 0,69 mm ; Harwardakpys, USA). Les capillaires sont étirés
avec une étireuse horizontale a laser (P-200, ISugguments, USA). Les résistances finales
des micropipettes, mesurées dans le bain lorsga’stint remplies de milieu intrapipette, sont

comprises entre 6 et 8QY

La composition du milieu intra-pipette était la\ante : CsSO, 80 mM, MgC}h 2 mM,
HEPES 10 mM, Biocytine 10 mM, pH 7,3 ajusté avecdd®H. L'osmolarité est ajustée a

300£10 mOsm grace a l'ajout de saccharose.

La présence des ions Qsermet de bloquer les canaux potassium et paéqarst de réduire

le niveau de bruit des enregistrements. Les ions p@smettent également d’obtenir des
enregistrements stables de courants synaptiques @atentiels dépolarisés en bloguant les
canaux potassium voltage-dépendants qui générentalgants sortants soutenus et de forte

amplitude (>200 pA) a des potentiels de maintiggéseurs a —40 mV.
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Ce milieu intra-pipette a été concu de maniéreoavpir distinguer facilement les
courants postsynaptiques excitateurs (CPSE) etcéesants postsynaptiques inhibiteurs
(CPSI). En effet, a un potentiel de membrane dolengens des courants transmembranaires
est défini par le signe de la force efficace m-n), OU B, représente le potentiel de
membrane et & le potentiel déquilibre de lion perméant. Dan®sn conditions
expérimentales, les conductances cationiques dirtbat par des courants entrants (négatifs)
dirigés vers le bas sur les traces des couranegistmés a un potentiel de maintien (Vh) de
-60 mV (force efficace +60 mV). Par contre, en remant Vh a 0 mV, la force efficace pour
les courants cationiques mixtes (NK*,C&™) est nulle, et la force efficace des ionse3t de
+90 mV. Dans ce cas, les courants chlorure qui-tendent les CPSI sont sortants (positifs)
et dirigés vers le haut.

3. Acquisition et stockage des données

Les enregistrements électrophysiologiques ontasksés a I'aide d’un amplificateur
Axopatch 200A. Les courants sont filtrées a 5 kHzaymeérisés a une fréquence
d’échantillonnage de 15 kHz par un convertisseualagique/numérique TL-one (Axon
instruments, Molecular Devices), et enregistréslsutisque dur d’'un ordinateur personnel
grace au logiciel FETCHEX 6 (Axon Instrument, Malir Devices).

4.Déroulement des enregistrements

Une pression positive est appliguée a lintérigler la micropipette pour éviter
I'obturation de sa pointe. Un saut de potentiehgitire de -7 mV d’'une durée de 5 ms est
appligué a la pipette, a une fréguence de 50 HzcdwgantAl =AV/R qui en résulte, est
fonction de la résistance ( R ) de la micropipditas de la descente de la micropipette dans
la tranche, le contact de sa pointe avec une membrallulaire augmentera sa résistance.
Ceci se traduira par une diminution du courant s&giee pour réaliser le saut de potentiel. A
ce moment, la pression positive a l'intérieur depipette est relachée. Puis, une pression
négative est appliquée dans la micropipette, cepguinet un scellement de la membrane

cellulaire a la pointe de I'électrode.

Le potentiel de la pipette est ensuite amené d¥ @r60 mV ce qui favorise la mise en place
d’'une jonction a forte résistance mécanique ettdpe (>16Q) que I'on appelle le giga-

seal. Dans nos conditions expérimentales, apréissament du giga-seal, le courant de fuite
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Al =AV/R est inférieur a -20 pA, a un Vh de —60 mV. kellement de la pointe de la pipette
a la membrane représente la configuration « cellat@achée ». On compense alors
électriguement grace a un dispositif interne denphficateur, les courants transitoires
capacitifs dus a la pipette. Une aspiration |Iégéoeice et continue, appliquée a l'intérieur de
la pipette permet de rompre le fragment de membpaggent sous la pointe de la pipette et de
passer de la configuration « cellule attachée »a adnfiguration « cellule entiére ». Ce
passage entre les deux configurations se traduit'qaparition de courants transitoires au

début et a I'arrét du saut de potentiel appligliélactrode.

Ces courants sont dus a la capacité électriqudadmembrane cellulaire. Ces
transitoires sont également compensés par un di§@bsctronique interne a I'amplificateur.
La résistance de série indique la qualité de I'a@éctrique entre I'électrode et I'intérieur de
la cellule. Dans nos conditions expérimentalesdiewr de résistance sériée était comprise
entre 8 et 50 ®. Si ce paramétre change de plus de 20% au coumnsediregistrement, ce
dernier n’est pas retenu pour les analyses. Daosrifiguration « cellule entiere », le milieu
intrapipette dialyse l'intérieur de la cellule. dlai minimum de 6 minutes, permettant au
contenu de la pipette de s’équilibrer avec le milietracellulaire, est respecté avant de

commencer les enregistrements.

5. Courants postsynaptiques spontanés et miniatures

Les courants postsynaptiques enregistrés dans wiomee sont soit des courants spontanés
excitateurs (SCPSE), soit des courants spontamdsiteurs (SCPSI). Leur présence indique
gue le neurone est contacté par des neuronestexcgat/ou inhibiteurs.

En présence de tétrodotoxine (TTX 0,5lMtoxar), un bloguant de la genese des
potentiels d’actions, dans le milieu extracellidaies courants enregistrés sont dit miniatures
(mCPSE et mCPSI) et refletent la libération spoéade neurotransmetteur en I'absence de
potentiels d’action. Ainsi les caractéristiques desrrants synaptiques miniatures refletent

I'activité de sites synaptiques uniques individuels
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IV.  Méthode d’analyse

Les CPSE et CPSI sont analysés a partir des texp&simentaux stockés sous forme
digitalisée (voir paragraphéAcquisition et stockage des donnéesles eévenements
synaptiques sont détectés par le logiciel WinEDRN{pster, Strathclyde Electrophysiology
Software), par la méthode de détection des sdudidrace est lue par le logiciel, et toute
variation supérieure a 2 pA atteinte en au mois s est signalée. La détection est validée
a posterioripar I'expérimentateur qui décide aprés inspectisoelle si I'événement détecté
correspond a un événement synaptique (front de éeamipide, décroissance exponentielle)

avant de le retenir pour I'analyse.
1. Analyse des changements de fréquence

Afin de décider si une substance induit une baissene augmentation des fréquences
de sCPSE ou des sCPSI induits, plusieurs criteregiok étre pris en compte.

Critére 1

Une variation de fréquence supérieure a 15% doit @servée entre la situation
contréle (CTRL), avant I'application de la substnret la situation test (TEST) suite a
I'application de la substance.

Critére 2

Les distributions cumulées des intervalles int@re&ments synaptiques (IIE) des
périodes CTRL et TEST doivent étre significativemnatifférentes. La différence est
déterminée par un test de Kolmogorov- Smirnov awvexvaleur seuil fixée a 0,01.

Critére 3

Dans le cas de la capsaicine ou du probénécidaativient directement des canaux
ioniques, les récepteurs TRPV1 et TRPV2, on s’dttenn effet rapide de la substance. Nous
avons décidé que les effets de la capsaicine oprdibénécide sur les changements de
fréequences devaient apparaitre durant le temp&gplication qui était fixé a 90 secondes.
Ce critére a été décidé en nous référant aux délteiervés par les effets du kainate appliqué
dans les mémes conditions. Le kainate active deeptéurs AMPA/kainate sans
désensibilisation importante. Il permet donc dresti le temps de diffusion d’une substance
de la surface de la tranche de ME jusqu’'au neuemregistré. L’arrivée du kainate au

voisinage du neurone enregistré se traduit papdapon d’un courant cationique entrant a
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un Vh de -60 mV. Dans nos expériences ce délaipdiagon du courant était toujours

compris entre 30 et 80 secondes.

2. Estimation de I'apparition de I'effet

Pour quantifier le changement de fréquence suitgpglication de la substance, une
représentation cumulée des événements synaptiquesuas du temps est réalisée. (Voir
résultats 11.1. et figure J6Cette distribution peut étre ajustée par une euxdiroites. Cette
méthode d’analyse par régression linéaire conssterifier s’il existe un point ou la
distribution cumulée des évenements change de.peéatpoint doit se situer durant la période
d’application (Cf. critere 3). L'équation d'ajustent mise au point se décrit par 4
parametres :
Pourt=0,at=D:YfB+Axtetpourt>D: 1= (B+AxD)+(Cx(t—D))
ou A et C sont des approximations des fréquencesorditions CTRL et TEST, B est le

premier événementta= 0, et D la valeur de t ou on observe un changénhefréquence.

3. Test statistiques
- proportions de réponses
Les variations de fréquence détectées suite @liGgion d’'une drogue ont été
classées comme une augmentation ou une diminutiabsence de variation a été
comptabilisée comme « sans changement ». Les piamp®rde réponse par couche ont été
compareées par la méthode d’analyse des tableacardiegence, en utilisant le test de Fisher.
- fréquences des CPSE et CPSI
Les moyennes de fréquences des CPSE et CPSI stirgegidans les neurones des
différentes couches ont été comparées. Une étudeViNet des comparaisons multiples

(Test de Tukey) ont été effectuées, en utilisatddeciel R version 2.12.0
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V. Séparation des CPSI GABAergiques et glycinergices

La séparation des CPSI se base sur des différelecemétique de déactivatiomp)
entre les courants GABAergiques et les courantsmggygiques.

Les caractéristiques cinétiques des CPSI ont reaéysees avec le logiciel WinWCP
(Dempster, Strathclyde Electrophysiology Softwaes)utilisant la fonction :

y(t) = 0,5 x A x (1+erf((x-x0) /rise time) x exp-(x-x0) /1p

Cette fonction permet de déterminer les parameaesctéristiques de chaque courant
synaptique, a savoir 'amplitude maximale du cotiam pic (A), le temps qu’il faut pour
arriver a ce pic (rise time (ms)), et la constameedéactivation du courantp((ms)). Les
courants postsynaptiques inhibiteurs CPSI sont riégrgs de I'activation de récepteurs
canaux du GABA (GABA) ou de la glycine. Nos analyses de courants sGSiés
pharmacologiqguement montrent que les constantes tgledes courants spontanés
glycinergiques se situent entre un minimum de 2ms maximum de 30 ms, alors que pour
les courantspontanésGABAergiques, ils se situent entre 2 et 120 msr(vésultats partie
1.3). Les distributions cumulées des tau-decayssiske ces expériences nous ont permis de
définir des criteres pour déterminer si un neuramait des entrées glycinergiques et/ou
GABAergiques en fonction de la distribution cumubie sestp. Cette étude est présentée

dans les résultats partie |, paragraphe 4.

VI. Culture de DRG

L’expression des récepteurs TRPV1 et TRPV2 pant&gones sensoriels primaires
de rats de P17-P30, ainsi que leurs propriétéditomelles, ont été étudiées sur des cultures
de neurones de ganglions rachidiens lombaires (D&Q)tilisant une technique d’'imagerie
du calcium libre intracellulaire.

Dissection

Les rats (P20-25) sont anesthésiés par une iojettira-péritonéale de kétamine (75
mk/kg Imalgené et sacrifiés par décapitation. Apres décapitatianimal est déposé sur une
planche de dissection maintenue sur un tapis ae gléne incision longitudinale dans la peau
du dos depuis la nuque jusgu’au niveau sacré dpetesst réalisée, puis a I'aide d’un ciseau,
la ME est sectionnée au niveau sacré et sous-ekrideux sections longitudinales a l'aide

d’'un ciseau de part et d'autre de la colonne veatébsont effectuées, afin de prélever la
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colonne vertébrale. La piece prélevée est direatempngée dans une bécher de 200 mL
contenant un tampon salin sans ions divalents (GPRNaCl 127 mM, KCI 2,7 mM,
NaHPO, 4,3 mM, KHHPO, 1,5 mM pH = 7,3) préalablement réfrigérée (1-41@) colonne
vertébrale est ensuite sectionnée horizontalementhéique cété, en remontant du niveau
lombaire vers le niveau cervical. La ME est retiafi@ de dégager les ganglions rachidiens,
logés dans les foramens de conjugaison.

Les ganglions rachidiens sont prélevés avec desegpifines, transférés dans une
solution T-DRG maintenue sur de la glace pilées maittoyés de leurs racines. Les racines et
les nerfs sont sectionnés de part et d’autre dwligenrachidien a l'aide d’'un ciseau de

microdissection.

Dissociation

Les DRG sont collectés dans un tdlaeon© de 15 ml dans 2 ml de solution T-DRG
contenant en plus 10 mg d#spase (Invitrogen) et 4 mg decollagénase de type 1A
(Invitrogen) pour y subir une dissociation enzymadi au bain-marie a 37°C pendant 10 a 25
minutes. Toutes les 90 s le tube contenant lesligasgest agité. Dés que la solution de T-
DRG devient trouble, la réaction est arrétée. Rotdter la dissociation enzymatique, le tube
est centrifugé (3 minutes a 300 rpm), le surnageantetiré, et 2 mL de milieu de culture
(MC), préalablement porté a 37°C, est ajouté. Le MCcompose de MEM (Minimum
essential medium alpha sans ribonucleotides etd@msyribonucléosid&IBCO) auquel on
a ajouté 10% de sérum de cheval (GIBCO) et 2% daahation pénicilline/streptomycine (3
pg/ml pénicilline et 5000 pg/ml streptomycine, GIBC

Des triturations mécaniques sont effectuées dd’'a’'une pipette Pasteur rodée a la
flamme afin de réaliser la dissociation mécanigae BRG. Suite a cette étape, le tube est
centrifugé (5 minutes a 800 rpm), le surnageantedst et du MC est ajouté. Le volume de
MC ajouté correspond a 200 uL pour 3 DRG dissodiassuspension cellulaire obtenue est

mise en culture.

Boites de culture

Des boites de culture de 35 mm de diametre @énpétcées en leur fonds d’un trou
circulaire de 1,2 cm de diamétre. Une lamelle cetobjet de verre circulaire de 0,17 mm
d’épaisseur est collée sur la face inférieure idd’a’un élastomere de silicone bi-composant
réticulant (Rhodorsil RTV-2, Rhéne-Poulenc). Cedate verre forme un puits et permet
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I'utilisation d’objectifs & immersion a huile, ailiée distance de travail, pour I'observation en
fluorescence. Les boites ainsi montées sont netsogéd’alcool 70%, puis traitées pendant 15
min par des UV sous une hotte a flux laminaire pesirstériliser. Une goutte de 200 pl d’'une
solution de poly-D-lysine stérile a 0,02 mg/mL dastampon borate (acide borique 0,1 mM,
ajusté a pH 8,4 avec NaOH) est déposée sur lallamelverre centrale. La poly-D-lysine
(SIGMA) est utilisée pour faciliter 'adhésion desllules a la surface du verre. Les boites
sont placées a l'incubateur pendant 24 h. Avaniskenencement des cellules, les boites sont

rincées 5 fois avec de I'eau stérile et une foexau milieu de culture.

Mise en culture

La mise en culture se fait dans les puits desebaie culture. 200 pL de la solution
contenant les cellules sont déposées dans le qaritisal. Apres 2 heures a l'incubateur a
37°C, dans une atmospheéere de 95% d’air et 5% de Z@®L de MC sont ajoutés. 24 heures

apres I'ensemencement les cultures peuvent étimeas pour les expériences d'imagerie.

VII.  Imagerie calcium
1. Introduction de la sonde dans les cellules

Les changements de la concentration intracelkildér calcium libre, ([CA];), ont été
déterminés a l'aide de la sonde fluorescente ratitgue Fura-2, dont la fluorescence F
(mesurée & 520 nm) augmente aprés excitation ar@5mrsque [C&]i augmente, alors
gu'elle diminue apres excitation a 380 nm. Le rapRo égal a kso/ Fsgo constitue un index
de [C&"]; qui est indépendant de la concentration de laesénda-2 dans la cellule. La sonde
a été introduite dans les cellules sous forme dwécurseur acétoxy-méthyl estérifié
liposoluble, le Fura-2-AM (F-1201, Molecular Prop&kSA). Avant utilisation, cette forme
inactive de Fura-2 est conservée a -20°C sous falensolution stock & 1 mM dans du
DMSO.

Apres élimination du milieu de culture et 2-3 ages avec la solution extracellulaire
d'enregistrement, les cellules sont incubées penbldreure a I'obscurité et a température
ambiante dans 1 mL de solution extracellulaire eoant 3 pL de Fura-2-AM et 3 uL d'acide

pluronique (Pluronic F127 ; Molecular Probes). ldacpluronique (solubilisé a 200 g/L dans
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du dimethyl suloxide 99,5% (DMSO Sigma)) est unedggnt facilitant la dispersion du
Fura-2-AM hydrophobe.

La durée dincubation avec le Fura2-AM a été lgmita une heure afin
d’obtenir une fluorescence optimale, sans pourrawgaoir une concentration intracellulaire
de sonde trop élevée, ce qui pourrait induire det édmpon qui limiterait 'amplitude des
variations de [C&];.

2.Le poste d’imagerie

Le poste d'acquisition (Fig. 3) comprend un micop&c inversé a épi-fluorescence
(Axiovert 35, Zeiss), équipé d’'un objectif a immersa huile (Fluor 40 / 1,30 oil, Nikon) de
grossissement x40 et d’ouverture numérique 1,30ub@ere excitatrice est fournie par une
source (Muller Elektronik-Optik, Allemagne) équipdene ampoule a xénon de 150 W sans
ozone (XBO 150W OFR, OSRAM). Les longueurs d’ontxcitation a 350 et 380 nm sont
obtenues avec des filtres interférentiels placéeda source lumineuse et I'entrée de I'épi-
illuminateur du microscope, dans une roue porteefila 10 positions (Lambda 10-2, Sutter
Instruments, USA). Les changements de position aleole peuvent étre commandeés
manuellement ou par I'ordinateur utilisé pour I'asition des données.

Le pic d’émission du Fura-2 se situant entre 51%3 nm, un bloc filtre FITC
standard, avec un miroir dichroique a 510 nm, #it@isans son filtre d’excitation d’origine.
Le filtre d’émission passe-haut (longpass LP 52@)met de conserver un maximum de
lumiere collectée. Les photons de fluorescence sapités par une caméra CCD numérique
(CoolSNAP HQ, Photometrics), refroidie a -30°C. réaolution spatiale est de 1392 x 1038
pixels, et la numeérisation se fait sur 12 bitst 46D6 niveaux de gris.

3. Acquisition et analyse des images

L’acquisition et I'analyse des images sont effeetué@vec le logiciel Imaging Workbench 4.0
(Axon Instruments). L'acquisition consiste en umieies de prises d’'images apres excitation
alternative a 350 et a 380 nm. A chaque cyclepdgciel calcule et affiche une image du
rapport R, pixel a pixel, des intensités de flucesee mesurées au-dessus de 520 nm (a cause
du filtre passe-haut LP 520 et de de toute facoRuem-2 émet vers 510-530 nm), aprés
excitation a 350 et 380 nm, g et Fzgp). Chaque cycle est répété toutes les 2 secondek2(o
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secondes pendant les phases de récupération)éduaefice d'acquisition a 0,5 Hz limite la
durée d'exposition pour chaque image. Pour avosigmal de niveau suffisant, les pixels sont
regroupés 3 par dihning 3x3), ce qui donne des images de 464 x 346 piReisc |'objectif
x40, la résolution spatiale est alors de 2,19 pixah.

Des régions d’intérét (ROI) sont sélectionnées ua@ment. Le logiciel enregistre
I'évolution, en fonction du temps, de la moyennatigfe de kso, Fzgo €t R pour chaque ROI
(Fig. 4). Chaque champ enregistré est ré-analysésteriori, aprés soustraction du bruit de
fond, déterminé sur une zone ne comprenant aucjet. gku début et a la fin de chaque
enregistrement, une photographie du champ enrégistrprise en microscopie a fond clair.
La valeur de [C&]; peut étre calculée grace & la formule de (Grynkiewi al., 1985):

[Ca]i =Ka-B - (R - Ruin) / (Rmax— R)
ou Kyest la constante de dissociation de Fura-2 &t Bain et Rnax SONt les valeurs extrémes
de R, obtenues respectivement en absence tee€an conditions de &asaturantesp est
égal au rapportdgo, min/ F3s0, max des fluorescences mesurées a 380 nm dans lesi@onde
mesure de R et Rnax respectivement. Dans notre étude, les résultatispgésentés sous la

forme du rapport R, les valeurssitu de Ky, B, Rmin €t Rnax N'ayant pas été déterminées.

4. Application des solutions

Le champ enregistré est soumis a une perfusiaidate milieu extracellulaire grace
un dispositif a 13 voies convergeant vers un tubeaitie unique (@ 0,4 mm) placé a l'aide
d’'un micromanipulateur a environ 100 um des cetlidaregistrées. Chaque voie est reliee a
un réservoir de solution, dont la libération eshtodlée par une vanne manuelle et
I'écoulement des solutions se fait par gravité. DEnboite contenant les cellules, le milieu
extracellulaire est par ailleurs renouvelé en peenae, le niveau étant maintenu constant par

un systeme d’aspiration.

5. Analyse des réponses

Dans l'analyse a posteriori chaque ROI posséde vwaleur de R pour chaque cycle
d’acquisition. L'ensemble des valeurs de R est népdans un tableur, et les pics des

réponses éventuelles consécutives a une stimulsdiondéterminés. Certains critéres ont été
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établis pour déterminer si un changemaRt de la valeur de R d’une cellule est bien une
réponse au stimulus appliqué.

Le changementAR doit bien provenir de la cellule observée, et mpas d'une
contamination de fluorescence par une cellule meigirésentant une forte réponse. Cela se
détermine au cas par cas, en observant |'étaledeefiiorescence sur I'image des rapports.

Un seuil de sélection pour la valeur R est déteéngn vérifiant si, pour une cellule
donnéeAR ressort du bruit de fond par rapport a la ligaébdse de la cellule correspondante
et s'écarte clairement des valeursAdRe pour les autres cellules. Ce seuil correspondea u
valeur minimum au moins égale a quatre fois lawatke I'écart-type associé a la moyenne
AR établie 10 secondes avant I'application d'unestarte. Ce seuil est ensuite ajusté

manuellement suite a un contrdle visuel de I'expéritateur.

VIII. Test comportementaux

Afin d’évaluer les effets comportementaux de Reafion des récepteurs TRPV1 et
TRPV2, des rats males (P19-29) ont recus des iofectsous-cutanées intraplantaires ou
intrathécales (IT) de capsaicine ou de probéné€ids.animaux ont été utilisés dans le test de
la plague chaude et le test des filaments de Vay Bfin d’évaluer respectivement leur
sensibilité a des stimulus thermiques au chauddesastimulus mécaniques.

L’ensemble des animaux utilisés a été familiaagéc I'environnement expérimental
des différents tests durant une période d’habduatie 5 jours avant les premiéres mesures.
Les animaux sont mis chaque jour dans les disfoditis différents tests pendant 15 minutes :
15 minutes dans la cage de Von Frey puis 15 mingtesla plaque chaude laissée a
température ambiante. A l'issue de la période dthakion, soit 3 jours avant les injections,
des mesures de la sensibilité thermique et derailsité mécanique sont effectuées afin

d’établir les seuils de base des réponses aux lsntuermiques chauds et mécaniques.

1. Evaluation de la sensibilité nociceptive thermique

Les animaux sont posés sur une plaque chaude @0%5°C). Le temps qui s’écoule
entre le dépot et jusqu’a I'apparition d’'un companent de Iéchage ou d’un saut, est mesuré

en secondes. Suite a la manifestation d'un de cegpartements, I'animal est retiré de la
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plaque. Ce temps est considéré comme un tempslatenge controle » de retrait et a été
déterminé 72 heures avant les séances de testafior) d’'une substance pharmacologique.
Les animaux injectés ont été testés 20 minutesdpuoe réveil, pour déterminer un temps de
latence « aprées injection ».

Les moyennes des temps de latence « contrélewaptés injection » des différents
groupes expérimentaux ont été comparées avec unntasparamétriqgue apparié de
Wilcoxon. Une diminution significative du temps datence suite a un traitement est

considérée comme la manifestation d’'une hyperagégrmique.

2. Evaluation de la sensibilité nociceptive mécanique

Les animaux sont déposés dans une enceinte eiglptex(8x8x10 cm), reposant sur
une grille en métal. La sensibilité mécanique dattes de chaque rat est évaluée en
appliguant une pression calibrée (en gramme) swdétes plantaires des pattes postérieures
grace a des filaments de Von Frey de différentbrea. La pression exercée augmente avec
des valeurs calibrées des filaments appliguéso8i pn filament donné, I'animal retire sa
patte au moins 3 fois sur 5 applications, et gtilament supérieur au moins 3 réponses sur 5
sont a nouveau observées, le seuil de retraipesiadéré comme correspondant au grammage
du premier filament. Une valeur de seuil de bagtéadéterminée pour chaque animal et le
méme test a été réalisé apres l'injection de Iatamice a tester, 15 minutes apres le réveil de
I'animal suite a I'anesthésie. Une réduction sigatiive de la valeur du seuil de réponse suite
a un traitement est interprétée comme la mise arep’'une hyperalgésie ou d’une allodynie

meécanique.

3. Groupe d’animaux

Dans le cas des injections IT, trois groupes idianx ont été constitués. Chaque
groupe a recu une injection IT d'un volume de 10 s solutions d’excipient, de capsaicine
(50 uM) et de probénécide (20 mM) sont injectédmdDe groupe comprend au minimum 5
individus. La solution d’excipient comprend du Na&CB%. avec 1% éthanol absolu et 1%
NaOH, ajusté a un pH de 7,3. Les solutions de teipsaet de probénécide sont préparées

avec de la solution d’excipient.
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Probénécide

Figure 10. Stratégie expérimentale de stimulation des afférences sensorielles primaires

exprimant TRPV1 ou TRPV2

Pour activer sélectivement les terminaisons centrales des afférences sensorielles primaires
(ASP) qui expriment le récepteur TRPV1, on applique par bain une solution de capsaicine
(5uM 90s), (colonne de droite, haut : formule de la capsaicine). Pour activer sélectivement les
terminaisons centrales des ASP qui expriment le récepteur TRPV2 on réalise une application

par bain de probénécide (500uM 90s), (colonne de droite, bas : formule du probénécide).

Résultats d’immunohistomarquages des canaux TRPV1 et TRPV2 révélés par la technique
avidine-biotine peroxydase. Le marquage TRPV1 est important au niveau des couches I et II
de la CDME, et plus particuliérement au niveau de la couche II interne (colonne de gauche,
haut : Lamina II; d’aprés Doly et al., 2004). Le marquage TRPV2 est présent au niveau des
couches I-IV de la CDME. Ce marquage se distingue de celui de TRPV1 par le fait qu’il est
présent dans les couches III-IV de la CDME (colonne de gauche, droite : d’aprés Lewinter et

al., 2004).



XI. Stratégie de stimulation pharmacologique

Dans le but de stimuler les terminaisons centradésfférences nociceptives
particulieres nous avons retenu une stratégie daulstion pharmacologique. Cette
stimulation utilise des agonistes de canaux spgmfnent exprimés par des sous-types de

fibres nociceptives (figure 10).

1. Cas de capsaicine

Le récepteur vanilloide de type 1 (TRPV1) est anat ionotropique, perméable aux
cations, qui a pour fonction d’étre sensible aualehrs supérieures a 43°C, aux protons et a
ses ligands endogenes (Caterina et al., 1999). TRi3Vexprimé par une sous-population de
neurones sensoriels afférents, qui ont un corgdalaeé de petit diametre, (neurones At
C). TRPV1 est exprimé au niveau des terminaisoriplpg&riques et centrales de ces neurones.
L’activation de TRPV1 est impliquée dans la détectiles chaleurs nociceptives, et dans la
mise en place de phénomeénes d’hyperalgésie etodjalle. Dans la CDME, les fibres
afférentes exprimant TRPV1, contactent des neurdada couche Il (Guo et al., 1999; Doly
et al., 2004). L’activation des TRPV1, sur les temsons centrales des afférences
nociceptives, va induire la libération de glutamateexciter les neurones de la couche Il
Dans les tranches aigués de ME utilisées, ceseaffés demeurent fonctionnelles et sont
stimulables par I'application de capsaicine (5 pdmgant 90 s, SIGMA) (Nakatsuka et al.,
2002). Les changements de fréquences des CPSES¢toBBervés, sont reproductibles lors
d’'une seconde application, aprés un délai de 2nit@sn(Nakatsuka et al., 2002; Ferrini et al.,
2007). L’'application de capsaicine permet donc temuser spécifiguement une sous-

population de neurones de la couche II.

2.Cas du probénécide

Le récepteur vanilloid de type 2 (TRPV2) est unatdonotropique, perméable aux
cations. TRPV2 est exprimé par une sous-populateneurones sensoriels ayant des axones
myelinisés, et un corps cellulaire de taille moyeu grande (neurones &t A3). TRPV2
est exprimé au niveau des terminaisons périph&igtie€entrales de ces neurones. Chez le
rat, ce récepteur est exprimé par des afférendemipes différentes de celles qui expriment
TRPV1, et réalise des contacts synaptiques dansolgshes | — lli et lll-IV de la CDME

(Lewinter et al., 2004). Les fonctions physiologggude TRPV2 ne sont pas encore bien
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définies. Ce récepteur semble étre activé par elepdratures supérieures a 52°C, et étre
impliqué dans la détection de stimulus mécaniquesnociceptifs et nociceptifs (Lawson et
al., 2008). Le probénécide a été décrit comme miatg spécifigue du TRPV2, par rapport
aux autres récepteurs TRP présents sur les aff&ygorimaires et aussi par rapport a des
agonistes non spécifiques tels que le delta9-tdrakcannabinol (THC) et le 2-
aminoethoxydiphényle borate (2AP) (Bang et al.,7J0Q’application de probénécide (500
MM pendant 90 s, SIGMA), va permettre de stimuks tbrminaisons centrales d’afférences
primaires myeélinisées n’exprimant pas TRPV1, teanindans les couches IlI-IV de la
CDME.
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Résultats

Des enregistrements électrophysiologiques de nesrdes couches Il, llI-1V et V de
la CDME ont été réalisés en utilisant la technigeepatch clamp en configuration cellule
entiere en mode potentiel imposé. Les changememts frdquence des courants
postsynaptiques excitateurs (CPSE) et inhibiteORS]) ont été analysés suite a I'application
par bain de capsaicine (5uM, 90s) ou de probdeé00 uM, 90 s) dans différentes
conditions expérimentales.

Dans une premiére partie nous exposerons les éasdicfues des CPSE et des CPSI.
Dans cette partie nous développerons aussi le@ragitde sélection du type de sCPSI
(GABAergique ou glycinergique) que recevait un e Dans une deuxieme partie nous
présenterons I'ensemble des effets obtenus sligpglication de capsaicine. Enfin dans une
troisieme partie, nous présenterons la caracténsdes effets obtenus suite a I'activation des
récepteurs TRPV2 par le probénécide, ainsi queélasltats comportementaux associés aux

expériences d’injections intrathécales de probéieéet de capsaicine.

|. Caractérisation des transmissions synaptiques @& les couches I, llI-IV et V de la
corne dorsale

Nous avons dans un premier temps caractérisé hmssniissions synaptiques,
excitatrices et inhibitrices, observées dans |&gréntes couches de la corne dorsale de la
moelle épiniére (CDME). Les fréquences de basexiRSE et CPSI, spontanés et miniatures
ont été étudiées pour les couches II, llI-IV et Mes transmissions inhibitrices rapides
spontanées GABAergiques (sCPSI-GABA) et glycinarggyl (sCPSI-glycine) isolées
pharmacologiquement ont été caractérisées afin @elabper une méthode d'analyse
permettant de déterminer la fraction de sCPSI GABASCPSI glycine que recevait un

neurone enregistré en I'absence de bloquant phatotague des transmissions inhibitrices.

1. Analyse des fréquences de base des CPSE et desg@&inés et miniatures

Des enregistrements de courants postsynaptiquetatexcs (CPSE) ou inhibiteurs (CPSI)
ont été effectués dans les différentes couchea derhe dorsale de la moelle épiniere (Il a
V). Il s’agissait soit de courants spontanés (estets en absence de tétrodotoxine), soit de

courants miniatures (enregistrés en présence deJ[3 X M). Les valeurs des fréquences de
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log(fréquence)

Tableau 4. Fréquence de base (Hz) des courants postsynaptiques.

Courants | Couches Spontanés Miniatures
CPSE II 1,27 £ 1,09 (28) 0,99 + 1,21 (13)
CPSE I-1v 3,03+2,61 (20) 2,09+ 1,98 (14)
CPSE \Y 3,38+2,50 (12) 1,74 £ 1,48 (10)
CPSI II 1,00+ 1,51 (35) 0,54 +0,58 (11)
CPSI I-1v 2,00+ 3,21 (29) 0,30+ 0,31 (10)
CPSI \Y% 6,82+ 7,72 (33) 0,87+ 1,38 (7)

Fréquence moyenne (+ écart-type, nombre de neurones enregistrés) des courants
synaptiques excitateurs (CPSE) et inhibiteurs (CPSI), spontanés ou miniatures,
enregistrés dans les couches II, I1I-IV et V de la corne dorsale de la moelle épiniére.

Courants excitateurs Courants inhibiteurs
1 1 - ]
O Spontané O Spqntane
054 ® Miniature z § 05 ® Miniature z
A [
¢ S
1 3 ' g 0 5
* E 5
-0.5 2> -0.5 1 *
o I ’
-1 r T T -1 t T r
Il -1V V Il H-1v V
couche couche

Figure 11. Fréquence de base des courants postsynaptiques.

Pour les courants excitateurs comme pour les courants inhibiteurs, dans toutes les
couches de la corne dorsale, la fréquence des courants spontanés (©) est
significativement supérieure a celle des courants miniatures (®) enregistrés dans les
couches II, III-IV et V. Chaque symbole représente la moyenne du logarithme de la
fréquence enregistrée (Hz); la barre d’erreur associée correspond a 1'erreur-type.



ces courants sont résumeées dans le tableau 4 stlaldigure 11. L'effet des différentes
situations ¢ouchell, llI-IV ou V; typede transmission, excitatrice ou inhibitri@gndition
d'enregistrement, courant spontané ou miniaturéjéaanalysé. Les valeurs de fréquence
s'avérant ne pas étre distribuées selon une laaader une transformation logarithmique a été
utilisée (logy) et I'analyse statistique a éteé faite sur le ligare des fréquences.

L’analyse des fréquences des CPSE montre un sffetficatif des facteurs
Condition (F;, 91=5.06,p = 0.027) etCouche(F;, ¢1=6.48,p=0.002), mais pas de leur
interaction (kr, 91=0.63,p=0.534). Ce résultat indique que les fréquencegemes des
sCPSE sont plus élevées que les fréquences des EnQRS fréequences des sCPSE et
MCPSE de la couche Il sont plus faibles que lepuraces des sCPSE et mCPSE des couches
-1V et V.

De méme, I'analyse des fréquences de base desradttile un effet significatif des
facteursCondition (Fy, 119= 23.40,p < 0.0001) etCouche(F;, 110=17.76,p < 0.0001), mais
pas de leur interaction {f19= 1.26,p = 0.287). Ainsi les fréquences de base des sGitfl s
significativement plus élevées que les fréquenaedabe des mCPSI (Test de Tukey, p <
0.0001). Les frequences des CPSI spontanés ettorgsasont plus élevées dans la couche V
gue dans la couche Il (p < 0.0001) et dans la coui¢hV (p < 0.0001). Les fréquences des

MCPSI de chaque couche sont similaires.

Conclusion

Les difféerentes couches de la CDME se caractérizmntles différences significatives
dans les fréquences des courants postsynaptiquetatedrs et inhibiteurs. Toutes ces
fréquences sont significativement plus basses &epce de TTX. La couche |l se caractérise
par des fréquences de CPSE plus faibles que danaulees couches. La couche V se
caractérise par une fréquence élevéee des sCP&kdwzence des sCPSE est environ 1,2 fois
plus élevée que celle des sCPSI dans la couchet 11,5 fois dans les couches llI-1V. Ce
rapport supérieur a 1 suggére une dominance danamission excitatrice. Dans la couche V,
le rapport est de 0,45, ce qui traduit une domieashe la transmission inhibitrice dans les

conditions basales.
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Figure 12. Caractérisation pharmacologique des transmissions inhibitrices. Deux populations
distinctes de sCPSI ont été détectées dans les neurones de la CDME. Courants synaptiques
inhibiteurs  spontanés (sCPSI) enregistrés dans un neurone des couches III-IV, en situation
contrdle (sCPSI) ou en présence de bicuculline (10 um), ou en présence de strychnine (1 pM), ou

en présence des deux antagonistes.



2. Caractérisation pharmacologique et cinétique

Transmission synaptique excitatrice

Les courants postsynaptiques excitateurs (SCPSECEISE) ont été enregistrés a un
potentiel de maintien de -60 mV. L’ensemble des&ois observés dépendait de I'activation
de récepteurs AMPA/kainate ou NMDA du glutamateeHeat dans tous les neurones ou cela
a été testé (8/8), les sCPSE étaient blogués eermqmé de 10 uM de CNQX (6-cyano-7-
nitroguinoxaline-2,3-dionegt de 50 uM de AP5 ((2R)-amino-5-phosphono-penta)oau

d’acide kynurénique dans la perfusion de bain.

Transmission inhibitrice

Les neurones inhibiteurs de la corne dorsale deolelle épiniere sont GABAergiques
et/ou glycinergiques. Les corps cellulaires desrarees GABAergiques sont présents dans
toutes les couches de la CDME, mais ils sont Iséalien majorité dans les couches
superficielles (couches I-Ill). De maniere intéede, les corps cellulaires des interneurones
glycinergiques se trouvent quant a eux principal@ndans les couches plus profondes (Il a
V) (Mackie et al., 2003; Hossaini et al., 2007).

Les transmissions inhibitrices ont été caractésggharmacologiquement (figure 12).
Chaque évenement synaptique inhibiteur a été éuisetpar la valeur de la constante de
temps,tp (Ms), de la cinétique de déactivation du CPSll€t@b5). Il est a noter que, pour
différentes raisons, cette analyse cinétique n& e étre faite pour tous les événements
comptabilisés dans le calcul de la fréquence (pamgle lors de fréquences élevées il existe
des sommations d’événements pour lesquels il ggiseible de déterminer les.).

* Transmission glycinergique :

Les courants spontanés glycinergiques (sCPSlvgycsont enregistrés de maniere
isolée a un potentiel de 0 mV et en présence deM@e bicuculline, un antagoniste des
récepteurs GABA. L'analyse cinétique a été faite sur 673 évenes&sus de 8 neurones
enregistrés dans la couche I, et sur 1283 évensniwsus de 10 neurones enregistrés dans
les couches IlI-IV. Dans la couche II, la moyennes dp, des sCPSI-glycine est de
10,2 £ 0,1 ms (avec un minimum de 2,1 ms et un maxi de 29,9 ms). La moyenne dgs
de la couche llI-IV est de 7,5+ 0,1 ms (avec umimum de 1,4 ms et un maximum de

17,8 ms). Ces deux moyennes saignificativement différentes (test de Mann-Whitney
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Tableau 5. Constante de temps de déactivation, Tp (ms), des courants postsynaptiques
inhibiteurs spontanés (CPSIs) isolés pharmacologiquement.

Transmission | Bloquant Couche zp (ms) Min Max N
Glycine Bicuculline 11 10,2 £ 0,1 (8) 2,1 29,9 673
Glycine Bicuculline 1I-1v 7,5+0,1 (10) 1,4 17,8 | 1283
GABA Strychnine il 35,4+ 14,6 (10) 2,1 | 116,3 [ 709
GABA Strychnine mI-1v 26,3 +7,7(7) 2,8 74,3 429
GABA PMBA I 43,7+ 9,6 (4) 12,3 89,9 34
GABA PMBA I-1v 21,4+10,4 (8) 32 782 | 233

Moyenne + écart-type (nombre de neurones). N : nombre total d'événements.
Min, Max : valeurs minimales et maximales de Tp.

Tableau 6. Propriétés des distributions cumulées des valeurs de Tp.

Transmission Couche n Centile 90% Centile 50% Centile 10%
Glycine 1I 8 15,2+0,7 9,5+0,3 6,3+0,1
Glycine HI-1v 10 9,2+0,2 7,0+ 0,1 4,7+0,1
GABA rapide I 5 31,9+0,7 21,9+0,3 13,3+0,2
GABA rapide I-1v 10 29,6 £1,7 17,6 £ 0,5 10,3+0,4
GABA lent I 7 73,8+22 43,9+0,9 26,6 +1,3
GABA /ent aI-1v 4 49,0+ 1,4 33,0+ 04 19,9+0,2

Moyenne = écart-type des centiles 90%, 50% et 10%. n : nombre de neurones.



(MW), p < 0.001). La comparaison des deux distidng cumulées des pour chaque
couche conduit & la méme conclusion (test de KobrmgSmirnov (KS), p < 0.001).

* Transmission GABAergique :

La caractérisation des courants spontanés GABéeegi (SCPSI-GABA) a été
effectuée a un potentiel de maintien de 0 mV ersgmwée de strychnine (1 uM) ou de
phenylbenzene w-phosphonat-amino acid (10 uM, PMBA), deux antagonistes des
récepteurs-canaux de la glycine. La strychnineté&galement un antagoniste des récepteurs
canauxa7 nicotiniques de I'acétylcholine, nous avons pegiéellement utilisé du PMBA qui
est un antagoniste trés sélectif des récepteumsgarde la glycine, lors de notre
caractérisation des effets de la capsaicine surtrlesmissions GABAergiques isolées
pharmacologiquement (voir ci-dessous).

La moyenne desp des sCPSI-GABA enregistrés en présence de stryehest de
35,4 £ 4,6 ms (avec un minimum 2,8 ms et un maxinden.16,3 ms) pour la couche Il (708
evenements, 10 neurones), et de 26,3 £ 2,9 mslpswouches IlI-1V (429 évenements, 7
neurones; minimum 2,8 ms, maximum 74,3 ms).

Les moyennes des, des sCPSI-GABA enregistrés en présence de PMBA d®n
43,6 + 4,8 ms (avec un minimum 12,3 ms de et unimamx de 89,9 ms) pour les neurones
de la couche Il (n =4 neurones, 34 évenementgleeRl,4 £ 3,7 ms (avec un minimum
3,2 ms de et un maximum de 78,2 ms) pour les nesrdas couches IlI-IV (n = 8 neurones,
233 évenements).

Il N’y a pas de différences significatives enege1p des sSCPSI-GABA enregistrés en
présence de PMBA ou de strychnine dans la coucfped10,39) et dans les couches llI-IV (p
=0,32)

Conclusion

En moyenne lesy des sCPSI-glycine sont plus rapides querdedes sCPSI-GABA.
Une partie desp des sCPSI glycine (maximum = 29 ms) et dgsdes sCPSI-GABA
(minimum = 2 ms) semble appartenir a la méme garde&aleurs. Lexistence de cette
gamme commune de valeurs ne permet pas de détenmi@ealeur critique dg, permettant
de séparer sans ambiguité les sSCPSI-GABA et leSk@lizcine d'un neurone dont les sCPSI
sont enregistrés en I'absence de bloguants phatagggoes sur la seule valeur de lagr
Cette observation nous a conduits a étudier leprigtés des distributions cumulées dgs
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Figure 13. Représentation des distributions cumulées des tp des sCPSI pharmacologiquement
isolés. Chaque distribution cumulée des 1p des sCPSI obtenue pour un neurone est
représentée par une courbe de couleur. En bleu les distributions des sCPSI-glycine isolés
pharmacologiquement, les distributions des tp des sCPSI-GABA sont réparties en deux
catégories, en orange les tpn GABA-rapides et en rouge les tpo GABA-lents. Les deux types de

sCPSI GABA sont présents dans la couche II (A) et dans les couches III-IV (B).



des sCPSI isolés pharmacologiquement dans le Btdldir des criteres de séparation entre
les SCPSI-GABA et les sCPSI-glycine.

3. Analyse des distributions cumulées dedes événements inhibiteurs

isolés pharmacologiguement.

L'ensemble des distributions cumulées dgsles sCPSI des neurones des couches Il
et Ill-IV enregistrés en présence d'un bloquantla@dransmission synaptique inhibitrice
GABAergique rapide ou glycinergique sont représentsur les graphiques de la figure 13.
On observe ainsi un recouvrement desdes sCPSI-glycine et deB des sCPSI-GABA dans
la couche Il pour des valeurs comprises entre 1&2ms. L'autre observation majeure est
gu’il se distingue deux familles de distributions @) des sCPSI-GABA a la fois dans la
couche 1l et les couches IlI-IV. Le premier typedistribution se caractérise par la présence
de sCPSI GABAergiques rapides et est défini commedistribution « GABA-rapide ». Le
second type de distribution se caractérise pardsgnce de sCPSI GABAergiques lents et est
deéfini comme une distribution « GABA-lent ».

Une analyse des centiles de ces distributions Besua 90% 50% et 10% a éte
réalisée pour chaque distribution. La moyenne éeasiles d’'un groupe de distribution donné
permet de décrire qualitativement la distributidakeau 6).

a) Propriétés des distributions dgglycine

Les sCPSI-glycine de 8 neurones de la couchedé 0 neurones des couches llI-1V
ont été enregistrés en présence de bicucullineM)0ues distributions cumulées des de
ces sCPSI-glycines sont représentées sur la fiiRireEn moyenne, 90% des sCPSI-glycine de
la couche Il ont unp inférieur a 15,2 ms alors que ceux des couchd¥ Ifont inférieurs a
9,2 ms. La médiane pour I'ensemble des distribstides sCPSI-glycines est de 9,5 ms dans

la couche Il et de 7,0 ms dans les couches IlI-IV.
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b) Propriétés des distributions dgsGABAergiques

Deux types de sCPSI GABAergiques dénomme&ABA-rapide» et «GABA-lent»
ont été mis en évidence. Ces deux types de disbibwsont présents a la fois dans la
couche Il et dans les couches IlI-1V (figure 13Rr3 la couche I, sur 12 neurones étudiés
cing ont été classés dans le group@ABA-rapide »et sept dans le groupe GABA-lent »
Dans les couches llI-IV, sur 14 neurones enregstli& ont été classés dans le groupe
« GABA-rapide »et quatre dans le groupeGABA-lent »

L'analyse moyenne des centiles pour le grox@@ABA-rapide >montre que 90% des
sIPSC-GABAergiques ont utp inférieur a 31,9 ms dans la couche Il et inféri@a9,6 ms
dans les couches llI-IV. Dans ce groupe, 10% deslézay des sSIPSC-GABAergiques ont un
Tp supérieur a 13,3 ms dans les couches Il et arhi§,d8ans les couches llI-IV. La médiane
des distributions est de 21,9 ms pour la couckede 17,6 ms pour les couches IlI-IV.

Les proprietés du groupe GABA-lent » étaient les suivantes: 90% deg
GABAergiques sont inférieurs a 73,3 ms dans la kkeug et sont inférieurs a 49,6 ms dans
les couches llI-IV. Ces distributions se carac@riségalement par le fait que 10% dgs
GABAergiques lents sont supérieurs a 26,6 ms dagsuche 1l et 19,9 ms dans les couches
-1V

En conclusion, les sCPSI-glycine se distinguestsiePS|I GABAergiques par des
tres rapides. La majorité des évenements synagtiglyeinergiques spontanés ontugplus

rapide que la majorité des événements synaptigddA@rgiques spontanés rapides.

c) Mise en place de « zones qualitatives »

L'ensemble de ces observations décrites ci-dgssumset de définir sur les graphiques
les zones préférentielles de distributions des $Cgtcinergiques et GABAergiques
pharmacologiquement isolés pour les couches ll4¢V.IAinsi nous avons défini difféerentes
zones (figure 14). La premiére zone s'étend dertatedly = O (axe des ordonnées) a la
distribution destp des sCPSI-glycine la plus lente et constitue laezodans laquelle
les sCPSI-glycine sont dominants, c’est la zemgycine» La zone comprise entre la
distribution la plus lente dag des sCPSI-glycine et la plus rapide des distrinstidegp des
sCPSI-GABAergiques du grouperapide »forme la zone ou les neurones recoivent a la fois

des sCPSiI-glycine et des sCPSI-GABA, et détermarnmohe« GABA/glycine». La zone ou
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Proportion cumulée

Figure 14 : Classement des distributions cumulées des tp des sCPSI. Les distributions cumulées des
tp des sCPSI non-isolés pharmacologiquement des neurones des couches III-IV ont ét¢ comparées
avec les distributions des tp des sCPSI non-isolés pharmacologiquement pour trois neurones des
couches ITI-IV (1, 2 et 3). La distribution (1) est dans la zone « glycine », la distribution (2) est dans
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la zone « GABA/glycine) et la distribution (3) est dans la zone (GABA rapide).

Tableau 7 : Classement des distributions cumulées des tp des sCPSI par couche

80

Couche N « glycine » « GABA/glycine » « GABA »

rapide lent

I 28 36% 25% 21% 18%
n=10/28 n=7/28 n=6/28 n=5/28

I-1v 16 25% 25% 38% 12%
n=4/16 n=4/16 n=16/16 n=2/16

v 30 50% 37% 13% 0%

n=15/30 n=11/30 n =4/30

N : effectif total, n : fraction par groupe. Classement des distributions cumulées des tp des sCPSI
en trois groupes, « glycine » : sCPSI glycine dominants, « GABA/glycine » sCPSI GABA+
sCPSI glycine et « GABA » sCPSI GABA dominants, (rapide : sCPSI-GABA rapide ; lent :
sCPSI-GABA lent).




les sSCPSI-GABA rapides sont dominastétend de la distribution la plus rapide dgsdes
sCPSI-GABAergiques du grouperapide »a la distribution la plus lente de ce méme groupe
et constitue la zone GABA-rapide ». Au-dela de la distribution deg la plus rapide des
SCPSI-GABA du group& lent »nous nous trouvons dans la zone ou la majorités@&SI

sont des sCPSI-GABA lents, cette zone correspenGABA-lent »

4. Classement des distributions cumulées gedes sCPSI enregistrés en I'absence
de bloquants pharmacologiques

Chaque distribution cumulée dg des sCPSI enregistrés en I'absence de bloquant
pharmacologique des transmissions inhibitrices @ @éhssée en fonction des zones
gualitatives (voir ci-dessus). De ce fait nous avpuo déterminer a quels patrons d’inhibition
les distributions cumulées desdes sCPSI des neurones enregistrés dans les cdydhles
IV et V appartenaient (tableau 7).

Ainsi, dans la couche Il, comme dans les couclileB/let V, tous les patrons
d’inhibition ont été observes. Des neurones sowsinimbition principalement portée par des
sCPSI-glycineg« glycine » sont trouvés dans le couche Il (36%, n=10/2&)sdas couches
-1V (25%, n=4/16) et dans la couche V (50%, nA(®H. Dans la couche Il et les couches
l1I-1V 25% des neurones ont un patron d’inhibitienGABA/glycine », (n=7/28 et n=4/16,
respectivement). Dans la couche V, 37% des neurofresl1l/30) sont classés
« GABA/glycine ».

Le patron d’inhibition « GABA » se compose de dgugfils, le profil GABA-rapide
et le profil GABA-lent. Dans les couches II, 1lI-I8t V il y a respectivement 21% (n=6/28),
38% (n=6/16) et 13% (n=4/30) de neurones qui sons sine inhibitionk GABA-rapide ».
Seulement 18% (n=5/28) et 12% (n=2/16) des neurdedsa couche Il et IlI-IV sont sous une
inhibition « GABA-lente ».

Cette classification révéle la présence de nesrola@s la CDME recevant a la fois
des sCPSiI-glycine et des sCPSI-GABA, ce qui n'astipcompatible avec des observations
de la littérature (Inquimbert et al., 2007). Daesblt de déterminer la proportion de sCPSI-
glycine et de sCPSI-GABA pour chaque neurone class&BA/glycine » nous avons mis

au point une analyse quantitative des distributcamaulées des, des sCPSI.
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5. Ajustement non-linéaire des distributions cumuléls 7, des éveénements
inhibiteurs

Nous avons procédé a des régressions non-linéerge gaussien pour déterminer
si les distributions des, des sCPSI isolés pharmacologiquement pouvaiemtdérites par
une distribution mono gaussienne. Les neuronevaate la fois des sCPSI-GABA et des
sCPSI-glycine pourraient alors étre analysés par ragression avec deux distributions
gaussiennes. Cette régression permettrait aingéeeminer la fraction de sCPSI-GABA et la

fraction de sCPSI-glycine que recoit ce neurone.

a) Méthode

Chaque distribution cumulée des a été ajustée par une ou plusieurs courbes
gaussiennes. Pour chaque distribution, trois épgumtid’ajustement ont été testées et
comparees.

La premiére équation (1) décrit une distributionoma-gaussienne dont I'équation est :
f(x) = 0,5 x (1 + erf( ((x-p)/ (sqrt(2)) )V))

K étant la moyenne etétant la variance de la distribution.

La seconde équation (Il) comporte deux distrimgi gaussiennes (1) et (2) dont

I'équation est :

f(x) = 0,5 x F x (1 + erf( ((x-p/ v&)/ sqrt(2)))) + (1-F)*(1 + erf( (x-p)/ v%2)/ (sqrt(2))))

Avec (F-1) > 0, F étant la proportion de la digitibn (1) et (1-F) la proportion de la
distribution (2).

La troisieme équation (Ill) comporte trois distritons gaussiennes, (1) (2) et (3) :

f(x) = 0,5 x (R x (1 + erf( (x-w)/ v¥)/sart(2)))) + B x (1 + erf( (x-p)/ v3)/sqrt(2)) + (1-
Fi- F2) x (1 + erf( (x-1)/ v*3)/sqrt(2)))))
F1 représente la proportion de la distribution (L)|aFproportion de la distribution (2) et (1-

Fi- F) la proportion de la distribution (3).

Les trois types d'ajustement sont effectués etpaoBs par un test statistique de
Fisher. Si un ajustement est significatif avec Wapn (II) ou (lll) par rapport a I'équation
(), les parameétres (., Fn) sont analysés statistiquement (méthode des asyespt s'ils
ne sont pas tous significatifs alors I'ajustemdit qu (lll) n'est pas retenu par rapport a

I'ajustement (1).
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Figure 15. Ajustement gaussien des distributions cumulées des tp. Chaque distribution cumulée des
1p des sCPSI isolés pharmacologiquement ou des sCPSI contrdle, a été ajustée par une ou deux
composantes gaussiennes. Les parametres p, v, et F ont étés obtenus pour chaque neurone. Le
neurone (1) a une distribution cumulée des 1p ajustée par une composante gaussienne. Le neurone

(2) a une distribution cumulée des 1p ajustée par deux composantes gaussiennes. Le neurone (3) a

une distribution cumulée des 1p ajustée par une composante gaussienne.



b) Bilan des ajustements gaussiens

Les parametres,uv,, F, ont étés obtenus pour chaque neurone (figure 15)

sCPSI-Glycine

L'ajustement des distributions des des sCPSI-glycine isolés pharmacologiquement

révéle que dans la couche Il, 7 distributions sse&aractérisent par un ajustement mono-
gaussien. La distribution restante peut étre agusée deux courbes gaussiennes.

Les neurones de la couche Il dont les profilshdbition ont été classés « glycine » en
I'absence de bloquant pharmacologique ont desildisibns detp qui sont ajustées par une
courbe mono gaussienne dans 8 cas sur 10 et pacdetbes gaussiennes dans 2 cas sur 10.
L'ajustement avec deux courbes gaussiennes réfigie2sence d’évenements glycinergiques
« rapides » qui ont en moyenne une valeurtge8,6 + 1,9 ms et des événements
glycinergiques « lents » qui ont en moyenne unewatletp 16,7 + 2,2 ms. La fraction des
évenements « rapides » vaut en moyenne 65%.

L'ajustement des distributions des des sCPSI-glycine isolés pharmacologiquement eével
gue dans les couches llI-IV toutes les distribigi@ont mono-gaussiennes (10/10). Les
neurones classés « glycine » dans les couche¥ Idt|V se caractérisent aussi par un
ajustement de leur distribution degs des sCPSI par une courbe mono-gaussienne. La
moyenne desp est de 7,0 £ 0,4 ms.

sCPSI-GABAergigues

Les distributions destp des SsCPSI-GABA «rapides» et «lents» isolés

pharmacologiquement, dans la couche Il (12/12) cendans les couches IlI-IV (14/14),
peuvent étre ajustées par une courbe mono-gaussieBn l'absence de bloquant
pharmacologique, les neurones classés « GABA-rapieie « GABA-lent » se caractérisent
principalement par des ajustements de leur digtdbudestp, des sCPSI par une courbe
mono-gaussienne dans les couches Il (11/11), 1(3/8) et V (4/4).
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Cas de neurone classés GABA/glycine

Dans I'ensemble des neurones classés « GABA/@yeiles distributions dag de la
couche Il (n= 7) et des couches llI-IV (n= 4) ootites été significativement mieux ajustées
par deux composantes gaussiennes. La moyenne atenjaosante rapide est attribuée aux

sCPSI-glycine. La moyenne de la composante lentatiedbuée aux SCPSI-GABA.

Les neurones de la couche Il classés « GABA/géyeirtn = 7) ont en moyenne une fraction
de sCPSI glycine de 68 £ 1%p(= 11,1 £ 1,1 ms) et une fraction de sCPSI GABA3det
1% @p = 24,1 £ 2,8 ms). Les neurones des couches liigses « GABA/glycine » (n= 4)
ont en moyenne une fraction de sCPSI glycine de 2% p =7,7 + 1, ms) et une fraction
de sCPSI GABA de 50 + 1% = 14,8 + 1,3 ms).

Les neurones de la couche V classés « GABA/glygifre= 11) ont en moyenne une fraction
de sCPSI glycine de 58 + 1%p(= 7,3 £ 1,2 ms) et une fraction de sCPSI GABA @8et3
1% (@p = 14,5 + 1,4 ms).

Conclusion

Cette analyse qualitative et quantitative degitligions cumulées des des sCPSI
permet de définir des patrons d’inhibition en fémctdu type majoritaire de sCPSI que recoit
un neurone. Le groupe de neurones qui recoit mahement des sCPSI-glycine est classée
« glycine » alors que ceux qui recoivent principalement dE®SI-GABA sont classés
« GABA », enfin les neurones qui recoivent a la fois deB3&ylycine et des sCPSI-GABA
sont classés GABA/glycine » Les trois types d’inhibition sont retrouvés dées couches
I, H-1V et V.
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Figure 16. Les trois types d’effets induits par ’application de capsaicine (SuM pendant 90s).

Les trois cas illustrés représentent une augmentation de fréquence des sCPSE (neurone 1), une
absence de changement de fréquence des sCPSE (neurone 2) et une baisse de la fréquence des
sCPSI (neurone 3).



Il. Effet de la capsaicine

La capsaicine est un agoniste sélectif des cam&BV1. L'application par bain (5
UM, 90s) de capsaicine permet de stimuler spéeifigant les terminaisons des fibres
nociceptives qui expriment le canal TRPV1 au nivdadeurs terminaisons centrales dans la
CDME (Nakatsuka et al., 2002). Ces terminaisons lemalisées dans les couches | et Il de la
CDME et leur activation entraine le recrutemenhéerones des couches | et Il. L’application
de capsaicine est donc un moyen d’activation spéeifd’une sous-population de neurones
de la couche Il. L’étude des variations de freqeahes CPSE et CPSI suite a I'application de
capsaicine (5 UM pendant 90 s) permet de déternsnde neurone enregistré dans les
couches I, llI-V ou V appartient a un réseau datement de l'information nociceptive

dépendant de la stimulation des nocicepteurs egmtimRPV1.

1. Méthode d’analyse des changements de fréquences

Nous avons analysé en détail les changements é&ipieince des courants post-
synaptiques (CPS) excitateurs (CPSE) et inhibitéQRSI) suite a I'application par bain de
capsaicine (5 uM, 90 s). Une représentation cumpdgmet de visualiser et de quantifier
l'activité synaptique en fonction du temps. Uneidigt réguliere se traduit par une relation
linéaire. Des déviations abruptes vers le hautr{eamgation) ou vers le bas (baisse) traduisent
un changement de fréquence (figure 16). La fréquemayenne des CPS sur une période de
temps donnée est représentée par la pente deita dhtenue par régression linéaire des
points expérimentaux. Si la fréquence des CPS ehanige a I'application d’une drogue, les
points expérimentaux se distribueront selon ureticsl linéaire de pente différente. Si I'effet
est réversible, cette pente doit s’infléechir poetrauver un coefficient directeur proche de la
valeur initiale avant application de la substarestéte. Le processus d'ajustement de courbe
par régression non-linéaire permet de définirtéinsauquel se produit la rupture de pente.

La figure 16 Neurone } illustre un enregistrement, réalisé dans un rmerde la
couche I, qui présente une augmentation de frémpeles CPSE suite a l'application de
capsaicine. Les fréequences controle (CTRL) et TE®Nht de 1,1 Hz et 11,7 Hz,
respectivement. La variation de fréquence entstimtion CTRL et TEST étant de 1060%
(> 15%), ce neurone sera considéré comme réponumsitivement a la capsaicine. Les
distributions cumulées des intervalles entre évamtsn (IIE) sont significativement

différentes (Test de KS, p < 0.001). L'ajustemeat deux droites donne les parametres
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Figure 17. Proportions des différentes réponses induites par 1’application de capsaicine.

Selon les neurones, 1’application de capsaicine peut induire une augmentation (bleu), aucun

changement (gris) ou une diminution (brun) de la fréquence des courants postsynaptiques
excitateurs (CPSE) ou inhibiteurs (CPSI), spontanés (A) ou miniatures (B, enregistrés en
présence de TTX 0,5 uM). Les proportions des différentes réponses (nombre de réponses /

nombre de neurones enregistrés) sont précisées pour chaque situation d’enregistrement.



suivants : A (CTRL) = 1,35 Hz et C (TEST) = 11,27, 1dt D = 129 secondes. La valeur de D
est bien comprise entre 110 et 200 secondes quéseptent les temps de début et de fin
d'application de la drogue. L'efficacité de I'ajastent est quantifiée par le coefficient de
détermination ¥ L'ajustement est validé pouf »0,95. Dans cet exemple, I'ajustement pour
le neurone Idonne unde 0,989, et est donc retenu.

Cette méthode permet donc de déterminer si le eémegt a bien eu lieu durant
'application et de quantifier le changement degfrénce observé. La figure 16 montre les
trois cas de figure que nous avons rencontrésmantation de fréquence (figure 16 neurone
1), baisse de fréquence (figure 16 neurones 3)almence de changement de fréquence
(figure 16 neurones 2).

La capsaicine n'a jamais induit de courant entmansortant mesurable (détectable)
dans les neurones enregistrés (n = 214). Cette\at®s suggere que les neurones testés
n'expriment pas le récepteur TRPV1 au niveau de rps cellulaire. Par contre la

capsaicine a modulé la frequence des CPSE et Q& sbus-population de neurones.

2. Effet de la de la capsaicine sur les transmissgymaptiques rapides

a) Transmission excitatrice

Dans la couche IlI, 57% (16/28) des neurones oésgmté une augmentation de
frequence des sCPSE. De méme, 45% (9/20) et 8342)1@es neurones des couches llI-IV
et V ont montré une augmentation de fréquence G&SE. Dans aucune des couches nous
n'avons observé de baisse de fréquence des sCRBI Ipa neurones enregistrés (n = 60)
(figure 17).

En présence de TTX, l'application de capsaicingnduit exclusivement une
augmentation de fréquence des mMCPSE dans uneofratdi neurones de la couche 1l (27%,
3/11). Aucune augmentation de fréquence de mEP8Eta’ détectée dans les couches llI-IV
(n=13) ou V (n =10) (figure 17).

En I'absence de TTX, Les proportions de neurogpsndant par une augmentation de
frequence des sCPSE dans les différentes couchésiM et V ne sont pas significativement
différentes (Test exact de Fisher, p = 0.2696). d@atre, les proportions de réponses sont
significativement différentes lorsqu’on compare $3PSE et les mCPSE (p = 0.0374). Ce
phénomene s’explique par la trés forte différenteedes proportions de neurones présentant

une augmentation de fréquence des sCPSE dansuekexolll-IV (p = 0.0044) et dans la
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Figure 18. Mise en évidence de la reproductibilité de I’effet de la capsaicine sur les variations
de fréquence.

Les graphiques représentent, en fonction du temps, le nombre cumulé d’événements
synaptiques (sCPSI) enregistrés sur deux neurones soumis a deux applications consécutives
de capsaicine a 20 minutes d’intervalle. Pour le neurone 1, enregistré dans la couche II, les
deux applications de capsaicine ont induit une augmentation de fréquence des sCPSI. Pour le
neurone 2, enregistré dans la couche V, les deux applications de capsaicine ont induit une
baisse de fréquence des sCPSI.



couche V (p = 0.0011), alors qu'en présence de HBIXun neurone n'a répondu a la
capsaicine par une augmentation de fréquence deSE(Par contre, dans la couche Il les
proportions de neurones répondant par une augrimntdé¢ fréquence en I'absence et en
présence de TTX sont semblables (p = 0.2691). Méaons jamais observé de baisse de

frequence de mCPSE dans aucune des couches (ffigg4dg (7).

b) Transmission inhibitrice

Une fraction importante des neurones de la colich@5%, 16/35) a présenté une
augmentation de fréquence des sCPSI suite a &gt de capsaicine. Nous avons
également observé une augmentation de frequenceiSI| 58% des neurones des couches
-1V (17/29) et 55% (18/33) des neurones de lauatee V (figure 17). De maniéere
intéressante, dans la couche V, suite a la I'agitin de la capsaicine, 15% (5/33) des
neurones ont montré une baisse de fréequence d&d.d@ke telle baisse de fréquence de
sCPSI n’a jamais été observée dans les coucheslll-B/. En ce qui concerne les courants
miniatures, aucune augmentation de fréquence dé€3ShQa été détectée dans les couches
I, -1V etV (n =7, 9 et 7 respectivement), saia I'application de capsaicine (figure 17).
Une différence significative dans les proportiors rieurones répondant a I'application de
capsaicine par une augmentation de fréequence deSIs€3t observée entre les différentes
couches (test de tableau de contingence, p = 0\0Z&Tte différence s’explique par le fait
gue dans les couches Il et llI-IV il n'y a pas dasse de sCPSI suite a I'application de
capsaicine, alors que dans la couche V des balssk8quence ont été observées. Par contre
il N’y a pas de différence entre les proportionslaleouche 1l et celles des couches llI-IV
(figure 17).

3. Convergence des variations de fréquence des sCPSEPSI|

Lorsque deux applications de capsaicine (5 uM,) €besent espacées d’au moins 20 minutes,
les deux applications ont induit une augmentatierdadfréquence des sCPSE ou des sCPSI,
indiquant une reproductibilité des effets de lasaéigine. La figure 18 illustrant un exemple
représentatif de la reproductibilité des effetsuital par I'application de capsaicine (n =
10/10). Nous avons ensuite voulu voir si les augateams de fréquence des sCPSE et sCPSI
se produisaient dans les mémes neurones ou dansod@sgents de cellules nerveuses

distinctes. Pour cela nous avons appliqué deuxldoimpsaicine a 20 minutes d’intervalle et
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Figure 19. Résumé des effets de la capsaicine sur les fréquences des sCPSE et sCPSI
enregistrés dans un méme neurone.

Les neurones testés ont regu deux applications de capsaicine espacées de 20 minutes, la
premicre lors de l’enregistrement des sCPSE et la seconde lors de I’enregistrement des

sCPSI.



enregistré dans un méme neurone ses effets sinétpgences des sCPSE a un potentiel de
maintien de -60 mV et sur les fréquences des s@R81 potentiel de 0 mV. Les résultats
obtenus sont résumeés sous la forme d’un graphigaog ld figure 19.

Dans 54% (7/13) des neurones de la couche I, 71%}) des neurones des couches
-1V et 33% (2/6) des neurones de la couche Vsnawons observé un effet de la capsaicine
exclusivement sur les fréquences des sCPSE. RarraiB% (1/13) des neurones de la couche
Il, 43% (6/14) des neurones des couches llI-1V%t(0/6) des neurones de la couche V ont
présenté une augmentation des fréquences des saRSkjue la fréquence des sCPSE ne soit
affectée. Finalement, nous avons noté que dans(28%) des neurones de la couche Il, 21%
(3/14) des neurones des couches llI-IV et 67% (4/63 neurones des couches V, la
capsaicine augmentait a la fois la fréquence dBSE:t celle des sCPSI.
Ces proportions sont significativement différereasre les différentes couches (Test table de
contingence TT, p < 0.05). Ainsi les effets de kpsaicine se caractérisent par une
augmentation prédominante de la transmission dxcita dans la couche Il, de la
transmission inhibitrice dans les couches Ill-I\fora que dans la couche V, une forte
proportion de neurones (67%) présente une augnmantaimultanée de la fréequence des
SCPSE et des sCPSI.

4. Effet de la capsaicine sur les patrons d’inhibitaes neurones

Une analyse des cinétiqgues des sCPSI a été taitens péeriode de 300 s apres la fin
de l'application de capsaicine dans le cas ou jsaiaine a induit une augmentation de la
fréquence des sCPSI. La distribution cumulgedes sCPSI obtenue aprés capsaicine a été
comparée a la distribution cumuléedes sCPSI avant I'application de capsaicine pdesin
de Kolmogorov-Smirnov. Nous avons aussi procédé’agustement gaussien de ces
distributions. La figure 20a illustre un exemple ckite analyse pour des neurones. Nous
avons ainsi pu déterminer suite a I'applicationlaleapsaicine si les fréquences des sCPSI
GABAergiques et/ou glycinergiques ont augmenté iete sneurone changeait de patron
d’inhibition. Les neurones de la couche Il (13/&B)es couches IlI-IV (10/10) qui ont une
augmentation de sCPSI conservent le méme patrarhiliiion apres I'application de
capsaicine, ce qui suggeére que dans le cas damesuriassés « GABA/glycine » a la fois les
SCPSI GABA et les sCPSI glycine ont eu une augntientde fréequence (figure 20b).

72



o Neurone 1 (Couche Il (A F =)) Contréle
E 1 e 1
3 0.8 0.8
c 0.6 — Controle 06 — R=09957
o 04 Capsaicine 04 fraction rapide 73%
b p,= 84 0,=28 ms
o 02 0.2 ' '
_ - p,=185 0,=65 ms
S 04— 2RTO0D, oA
o 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Ty (Ms) Tp (ms)
—— Ajustement mono-gaussien —_—
o Neurone 2 (Couche IlII-IV (A F +)) Contrdle
E 1 1
3 0.8 0.8
c 0.6 Controle 0.6 — R*=0,9955
_-.C:) 0.4 Capsaicine 0.4 fraction rapide 87%
5 0.2 0.2 w,= 70 0,22 ms
u =16,4 ,=27 ms
g 0 _K8,p=06140_ 0 W
o 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
1p (mMs) Tp (Ms)

Capsaicine

0.8

0.6 — R=0,9932

04 fraction rapide 60%
u,=10,2 ¢,=25 ms
0.2 w,=215 ¢,=84 ms

0 10 20 30 40 50
Tp (mMs)

Ajustement bi-gaussien

Capsaicine

1
0.8

0.6 — R=0,9910

0.4 fraction rapide 42%
p,= 56 0,= 1,3 ms

02 uz—'l‘l'l 57 ms

02=

0 5 10 15202530
Tp (Ms)

Figure 20a. Analyse des effets de la capsaicine sur les patrons d’inhibition des neurones. Le
neurone 1 de la couche II est class¢ « GABA/glycine » et n’a pas eu d’augmentation de
fréquence des sCPSI suite a I’application de capsaicine. La distribution cumulée tp est ajustée
par deux composantes gaussiennes avant et apres 1’application de capsaicine, ce neurone reste

class¢é « GABA/glycine » apreés 1’application de capsaicine. Le neurone 2 est

classé

« GABA/glycine » et a eu une augmentation de fréquence des sCPSI suite a I’application de
capsaicine. La distribution cumulée 1y est ajustée par deux composantes gaussiennes avant et
aprés D’application de capsaicine, ce neurone reste classé « GABA/glycine » suite a
I’augmentation de fréquence des sCPSI. L augmentation de fréquence des sCPSI concernait a
la fois les sSCPSI GABA et les sCPSI glycine.

Figure 20b. Effet de la capsaicine en fonction des patrons d’inhibition des neurones

Couche « glycine » « GABA/glycine » « GABA »
II (n) 10 7 11
AF (+) 6/10 3/7 4/7
HI-1V (n) 4 4 8
AF (+) 3/4 3/4 4/8

(n) : nombre de neurones avec un patron d’inhibition « glycine », « GABA/glycine » et

« GABA »,

suite a I’application de capsaicine.

AF (+) : fraction de neurone avec une augmentation de la fréquence des sCPSI




5.Conclusion

La capsaicine n’a jamais induit de courant entcansortant tonique détectable dans
les neurones de la corne dorsale. Ceci suggeriegueurones enregistrés n’exprimaient pas
de récepteurs TRPV1 fonctionnels.

Nos résultats concernant les sCPSE confirment gué sune sous-population de
neurones de la couche Il recoit des informationectikment a partir des afférences
nociceptives exprimant les récepteurs TRPVL1. listnemt également que les afférences
nociceptives exprimant TRPV1 ne projettent pasctiment vers les couches IlI-IV et V.

Ainsi, les augmentations de fréquence des sCPSénales dans les couches IlI-IV et
V, ainsi que les changements de fréquence des s@#SIl'ensemble des couches Il a V,
dépendent de l'activation préalable de neuronesadepuche Il. Ces résultats indiquent
I'existence d’un réseau polysynaptique transféfamfbrmation nociceptive de la couche I
vers les couches profondes (llI-V) sous la formend’ stimulation des transmissions
synaptiques excitatrices et inhibitrices. Les augmateons de fréequence des sCPSI induites
par I'application de capsaicine concernaient aola fa transmission GABAergique et la
transmission glycinergique. De plus, lorsqu’'un @ recoit a la fois des entrées
glycinergiques et GABAergiques, 'augmentation dijfience des deux types de sCPSI est
similaire. Ceci indiqgue qu'un mécanisme communas$origine de I'augmentation de ces

deux types de transmissions synaptiques.

6. Recrutement des transmissions inhibitrices sultaciivation des afférences
TRPV1

L'application de capsaicine induit a la fois unegmentation de la transmission
GABAergique et de la transmission glycinergiqueubl@vons voulu savoir s’il existait des
différences dans les modes de recrutement deséutemes GABAergiques et glycinergique
suite a I'application de capsaicine. Pour celasrenons enregistré des neurones des couches
Il et IlI-IV et appliqué de la capsaicine en pré&serde bloguants de la transmission
GABAergique pour isoler la transmission glycinergigou soit en présence de bloquant de la
transmission glycinergique pour isoler la transioisSSABAergique, nous avons enregistré

des neurones des couches Il et llI-1V et appliqaiéaccapsaicine.
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Figure 21. Comparaison des effets de I’application de capsaicine sur les transmissions
inhibitrices rapides isolées pharmacologiquement ou identifiées par leurs caractéristiques
cinétiques.

La fraction des neurones enregistrés ayant présenté une augmentation, pas de changement ou une
diminution de la fréquence des courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés (sCPSI) suite a
I’application de capsaicine est indiquée pour chaque couche condition d’enregistrement. La partie
gauche correspond aux neurones pour lesquels la présence de sCPSI glycine (haut) ou de sCPSI
GABA (bas) a été révélée par I’analyse des tp. La partie droite correspond aux neurones enregistrés
soit en présence de bicuculline (10 uM) pour isoler les sCPSI glycine (haut), soit en présence de
bloquants des récepteurs de la glycine (PMBA (10 uM) ou strychnine (1 uM)) pour isoler les sCPSI
GABA. Dans le cas des sCPSI GABAergiques, la proportion de neurones présentant une augmentation
de fréquence des sCPSI isolés pharmacologiquement est significativement plus faible que celle des
sCPSI GABAergiques isolés sur les critéres cinétiques (tableau de contingence, p = 0,04 et p = 0,03).
La différence n’est pas significative pour les sCPSI glycinergiques (p = 0,23 et p = 0,66).



a) Effet sur la transmission glycinergique

En présence de bicuculline (10 pM), qui bloquedagmission GABAergique impliquant des
récepteurs GABA, la capsaicine a induit une augmentation de frécpiedes sCPSI
glycinergiques dans 33% (4/12) des neurones deuehe Il et dans 55% (6/11) des neurones
des couches llI-1V. Ces proportions sont compasablecelles observées pour les neurones
classés « glycine » et « GABA/glycine » dans lacteull (52%, 9/17) et dans les couches IlI-
IV (75%, 6/8) en I'absence de bicuculline. Un tdsttable de contingence (TT) montre que
ces proportions ne sont pas significativement aifiées (p = 0,23 pour la couche Il et p =

0,66 pour les couches llI-I\igure 21).

b) Effet sur la transmission GABAergique

Apres blocage de la transmission glycinergiquedwgata strychnine (1 uM) lI'application de
capsaicine a induit une augmentation de fréquemrse SCPSI GABAergiques dans une
fraction trés faible des neurones des couched %o(11/9) et llI-1V (17%, 1/6).

De méme, aprés blocage spécifique des récepteuda glycine avec du PMBA
(10 uM), phenylbenzene-phosphonax-amino acid (Saitoh et al., 1994) un antagonisis tr
spécifique des récepteurs de la glycine, I'applcatle capsaicine a induit une augmentation
de fréquence des sCPSI GABAergiques dans une faibjgortion de neurones des couches
-1V (13%, 1/8), et n'a induit aucun changemereg fféquence dans les neurones de la
couche Il (n = 0/5).

Lorsqu’on regroupe les résultats obtenus en poésda strychnine ou de PMBA on
remarque que dans la couche Il seuls 7% (1/14he@ones ont présenté une augmentation
de fréquence des sCPSI GABAergiques. Cette prapodst significativement différente de
celle des neurones qui a eu une augmentation dS&IsGRBAergiques en l'absence de
bloquant de la glycine (neurones classés « GABA&Ige/» et « GABA »), soit 39% (7/18;
test TT, p = 0,04). Dans les couches llI-IV 14%l@/des neurones ont eu une augmentation
des sCPSI GABAergiques, ce qui est significativena#ifierent de la proportion de neurones
(67%, 8/12) présentant une augmentation de la émopi des sCPSI GABAergiques en
'absence de bloquants (test TT, p = 0,03).

Ainsi, le blocage des récepteurs de la glycine é&ane 'augmentation de fréquence
des sCPSI GABAergiques dans les couches Il etVlisuite a I'application de capsaicine
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Figure 22. Effet de la capsaicine en présence de methyllycaconitine (MLA, 100 nM), un
antagoniste sélectif des récepteurs nicotiniques o/7.

La fraction de neurones ayant présenté une augmentation, aucun changement ou une
diminution de fréquence des courants postsynaptiques spontanés inhibiteurs (sCPSI) suite a
I’application de capsaicine est indiquée pour chaque condition d’enregistrement. La partie a
gauche représente les résultats obtenus en I’absence de MLA, celle de droite les proportions
en présence de MLA (100 nM) dans le bain.



alors que le blocage des récepteurs GABMA pas d’incidence sur la proportion de neurones
dans lesquels on observe une augmentation dedaeinée des sCPSI glycinergiques. Ces
résultats sont résumeés dans la figure 21.

7. Implication d’'une transmission cholinergique dateffet de la capsaicine

La strychnine est également un bloquant des réaeptnicotiniquesa7 de
'acétylcholine (Matsubayashi et al., 1998; Renmaale, 2007). Nous avons donc voulu
vérifier si I'effet de la strychnine impliquait aide blocage de réceptew3. Ainsi, nous
avons caractérisé les effets de la stimulation rdespteurs TRPV1 par la capsaicine en
I'absence ou en présence de methyllycaconitine (ML@0 nM), un antagoniste sélectif des
récepteurs.7.

En présence de MLA dans le milieu extracellulageuls 13% (1/8) des neurones de la
couche Il ont présenté des augmentations de fréquiasCPSI (figure 22).

Cette proportion est significativement différente celle obtenue en absence de MLA, a
savoir 45% (16/35 test de TT, p <0,0001). Cetfdince s’explique aussi par la présence
d'une baisse de fréquence des sCPSI dans 13%dg@g8heurones de la couche Il suite a
I'application de capsaicine, alors que I'on ne di&tgamais de baisse de fréquence des sCPSI
en I'absence de MLA. En présence de MLA, on obséams 13% (2/15) des neurones des
couches llI-IV une augmentation de la fréquence d€®SI suite a I'application de
capsaicine. Cette proportion est significativemdifferente de la proportion contrdle soit
58% (17/29 test de TT, p = 0,004). Dans la couch&3% (n=5/6) des neurones ont eu une
augmentation de la fréquence des sCPSI suite glitagion de capsaicine, mais aucun des
neurones n'a présenté de baisse de fréguence &ultapplication de capsaicine. Ces
proportions sont significativement différentes ddles obtenues en 'absence de MLA soit
55% (18/33) d’augmentation et 15% (5/33) de ba(test de TT, p <0,0001).

En ce qui concerne la transmission excitatrice, clpsaicine a induit des
augmentations de fréquence des sCPSE dans 80%d&&%)eurones de la couche I, et 43%
(3/7) dans la couche llI-1V. Ces proportions netspas différentes de celles obtenues en
absence de MLA, a savoir 57% pour la couche It desI'T, p = 0,34) et 45% pour la couche
-1V (test de TT, p = 0,63ffigure 22).

L'ensemble de ces données suggére que les récepieatiniques:7 sont impliqués

dans le recrutement des interneurones inhibiteness pas des interneurones excitateurs,
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Figure 23. Effet de la capsaicine sur des tranches de moelle épini¢re ayant subi une section
mécanique entre les couches IV et V.

La fraction de neurones ayant présent¢ une augmentation, aucun changement ou une
diminution de fréquence des courants postsynaptiques spontanés excitateurs (SCPSE) ou
inhibiteurs (sCPSI) suite a 1’application de capsaicine est indiquée pour chaque condition
d’enregistrement. La partie de gauche représente les neurones enregistrés en ’absence de
section, celle de droite les neurones enregistrés aprés section entre les couches IV et V. Pour
les sCPSE les proportions de neurones ne sont pas significativement différentes en absence de
section ou apres section. Une différence significative est observée dans le cas des sCPSI
(p=0,02 etp <0,0001).



suite une a stimulation par la capsaicine des eaft@s primaires exprimant le récepteur
TRPV1

8.Rble de la couche V dans le contrble de la transionsinhibitrice dans les couches
et -1V

La stimulation par la capsaicine de la transmis§&@&BAergique dans la couche 1l et
dans les couches IlI-IV dépend fortement de I'adton de récepteurs de la glycine. Un tel
phénomene, c’est-a-dire la stimulation d'une traesion synaptique inhibitrice par un
neurotransmetteur inhibiteur, impligue nécessairgmiexistence d'un mécanisme de
désinhibition. Ce phénomene d’inhibition d’'un imteurone inhibiteur doit forcément se
matérialiser par la diminution de la frequence @S| (GABAergiques et/ou glycinergiques)
dans une sous-population de neurones au sein dauéecruté par la capsaicine. Un tel
phénomene de désinhibition pourrait avoir lieu darsuche V, puisque c’est la seule région
de la CDME que nous avons étudiée dans laquelles myons observé une baisse de
frequence des sCPSI. En l'occurrence il s’agisdaibe diminution de la fréquence des
sCPSI-glycine dans 15% (5/33) des neurones deueheoV. Si cette désinhibition observée
dans la couche V est responsable de la modulatola dransmission inhibitrice dans les
couches Il et llI-1V, il doit exister des relatioegnaptiques entre la couche V et les couches Il
et llI-1V.

Pour vérifier I'existence d’un tel lien synaptigeetre les neurones de la couche V et
ceux des couches plus superficielles, nous avaiséé sous loupe binoculaire, une section
mécanique a l'aide d’'une lame de rasoir entre lesclies IV et V. Aprés section,
'application de capsaicine a induit une augmentatie frequence des sCPSE dans 33%
(2/6) neurones dans la couche Il et dans 33% (@6)neurones des couches llI-1V. Ces
proportions ne sont pas significativement difféesnte celles observées dans les mémes
couches dans les tranches de ME sans section & Sa¥0 dans la couche 1l et 45% dans les
couches llI-IV (test TT, p = 0,27 et p = 0,49; figl23).

Par contreapres section entre les couches IV et V, seulefaibée proportion (8%,
1/12) des neurones de la couche Il présentait engne augmentation de fréquence des
sCPSI suite a [l'application de capsaicine. De phette augmentation concernait
exclusivement des sCPSI GABAergiques. Cette prapodst significativement différente de
la proportion contrble de 45% en I'absence de sedtest de TT, p = 0,02). Dans les mémes

conditions, aucune variation de fréguence des s@RS#té observée dans les neurones des
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couches llI-1V (0/16), alors que dans les trandnéactes 58% des neurones présentaient une
augmentation de fréquence des sCPSI; cette différda proportion est significative (test de
TT, p <0,0001; figure 23).

Ces résultats suggerent que 'augmentation de érémpides sCPSI GABAergiques et
glycinergiques dans les neurones des couches ligti¢elle de la transmission glycinergique
et d’'une partie de la transmission GABAergique dengouche Il, nécessitent un relais
neuronal situé dans une couche plus profonde queoughe 1V, probablement dans la

couche V.

9. Conclusion

L’application de capsaicine induit une augmentatienla fréquence de sCPSI des
neurones des couches Il et llI-IV. Cette augmematie frequence dépend de I'activation de
récepteurs de la glycine et de récepteurs nicatesiq7 de l'acétylcholine. De plus cette
augmentation implique un mécanisme de désinhibgiaré dans les couches plus profondes

gue la couche 1V, et probablement dans la couche V.
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Figure 24. Imagerie du calcium intracellulaire dans les neurones des ganglions rachidiens de
rats agés de 21-25 jours.

Les neurones (n= 202) de cultures de DRG (n = 10) de rats ont été¢ exposés a des
applications de capsaicine (1 uM, 2 s) et de probénécide (100 uM, 10 s). Prés de la moitié¢
des neurones répondent par une augmentation de calcium intracellulaire soit apres
application de capsaicine uniquement (barre noire), soit uniquement apres application de
probénécide (barre grise), soit, pour certains, suite a ’application de capsaicine ou de
probénécide (barre hachurée).



[1l. Effet de la stimulation des canaux TRPV2

L’intégration des informations provenant des affées TRPV1 dans la CDME fait
intervenir des augmentations de fréquence de s@PSEPSI dans les couches II, llI-1V et V
de la CDME. Nous avons voulu savoir si cela étagsale cas pour d'autres afférences
sensorielles primaires (ASP). Un contingent d’A&Rxprimant pas TRPV1, exprime par
contre des canaux TRPV2 notamment au niveau de teuminaisons centrales. Ces fibres
sont myélinisées et se caractérisent aussi paprdgctions centrales vers les couches llI-1V
de la CDME et sont impliquées dans la mécanoceftiawson et al., 2008).

Le canal TRPV2 est activable par un agoniste spéef le probénécide (Bang et al.,
2007). Nous avons voulu savoir si les frequencess@PSE et des sCPSI des neurones des
couches Il, llI-1V et V pouvaient étre modulées pactivation de TRPV2. Puis nous avons
essayé de déterminer si les neurones appartenartsaau de traitement de I'information
dépendant de l'activation des fibres exprimant TRRAppartiennent également au réseau

dépendant de l'activation des fibres exprimant TRPV

1. Distribution des canaux TRPV2 dans les DRG

Chez la souris adulte, des études en imagerie thiuwa intracellulaire sur des
cultures primaire de neurones de ganglions trijureavelent que I'activation fonctionnelle
des canaux TRPV1 et TRPV2 se traduit par des augutieams du calcium libre intracellulaire
suite a I'application de capsaicine ou de probéeedin utilisant cette approche, nous avons
voulu savoir comment se répartissait I'expressieMRPV1 et TRPV2 parmi les neurones de
DRG de rats méales agés de 21-26 jours (figure 24).

L’étude en imagerie du calcium libre intracelléaa porté sur 403 cellules de DRG
dans des cultures (n = 10) agées de 12 a 48 helms. confirmer que les cellules
enregistrées étaient des neurones, nous avongja@pbicalement un milieu extracellulaire
contenant 50 mM Kpendant 2 secondes. Dans le cas d’'une membrandadpetméabilité
au repos est dominée par les ion's &ette multiplication par 10 de la concentratioteene
de K’ induit théoriquement une dépolarisation de I'odize60 mV, suffisante pour activer les
canaux C& sensibles au potentiel. Les cellules qui ont ea aagmentation de calcium
intracellulaire qui dure au moins 10 secondes suitapplication de KCI sont considérées
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courants synaptiques spontanés
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Figure 25. Proportion de neurones présentant des changements de fréquences de sCPSE ou
sCPSI suite a I’application de probénécide.

Le nombre de neurones ayant présenté une augmentation, pas de changement ou une
diminution de fréquence de courants postsynaptiques spontanés excitateurs (sCPSE) ou
inhibiteurs (sCPSI) suite a I’application de probénécide est indiqué pour chaque couche sous la
forme d’une fraction. Noter I’absence d’effet du probénécide sur la transmission synaptique
excitatrice et inhibitrice dans la couche II.



comme étant des neurones. Les autres cellulesctasdees comme étant des cellules non
neuronales. La répartition des types cellulairessdetre échantillon était : 51% de neurones
(202/403) et 49% (201 /403) de cellules non nedemd@our mettre en évidence I'expression
fonctionnelle de récepteurs TRPV1 une applicatiercapsaicine (500 nM pendant 4 s) a été
effectuée. Une application de probénécide (100pMdaet 10 s) permet de mettre en
évidence I'expression fonctionnelle des récept@i®BV2. Chaque application est espacée au
minimum de 5 minutes pour limiter les phénoménesiégensibilisation des récepteurs et
permettre une bonne reproductibilité des réporfsgsré 24). Aucune cellule non neuronale
n'a répondu a la capsaicine et une seule (1/208dpandu au probénécide. Dans 54%
(108/202) des neurones nous n‘avons observé auaugenentation transitoire de la
concentration de calcium intracellulaire suiteapplication de capsaicine ou de probénécide.
Dans 33% des neurones (67/202) seule la capsaigmeduit une augmentation de calcium
intracellulaire. Dans 9% (18/202) des neuroneseskapplication de probénécide a produit
une augmentation de calcium intracellulaire. Pdewi202 neurones testés, 4% (9/202) ont
répondu a la fois a la capsaicine et au probénécide

Ces résultats suggerent I'existence de fibresosities exprimant soit uniquement
TRPV1, soit uniquement TRPV2, et qu’un sous-coririgle fibres sensorielles exprime a la
fois TRPV1 et TRPV2.

2. Effet de la stimulation des canaux TRPV2 sur lasgmissions synaptiques
rapides

a) Transmission excitatrice

L’application de probénécide (500 uM pendant 9@sdes) n'a pas induit de changement de
frequence des sCPSE dans les neurones de la cbhy@Hél4). Par contre dans 50% (5/10)
des neurones des couches llI-IV et 100% (7/7) dex @& la couche V, l'application de
probénécide a induit une augmentation de fréqudesessCPSE. Nous n’avons jamais observé
de baisse de fréquence des sCPSE. Aucune variddofréquence des mCPSE n'a été
détectée suite a I'application de probénécide pesimeurones des couches Il (2/2), llI-IV
(4/4) ou V (5/5).
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Figure 26. Co-activation des neurones de la CDME par I’application de probénécide et de
capsaicine.

La proportion des neurones présentant une augmentation de fréquence des sSCPSE (colonne de
gauche) ou des sCPSI (colonne de droite) est représentée en fonction des agonistes utilisés
pour les stimuler. La proportion de neurones répondant uniquement a I’application de
capsaicine est représentée en noir, et celle répondant uniquement au probénécide en gris. Les
barres hachurées en oblique correspondent a la proportion de neurones répondant a la fois a
I’application de probénécide et de capsaicine. Les barres hachurées verticalement indiquent la
proportion de neurones ne présentant aucune réponse. Dans ces expériences il n’a jamais été
observé de baisse de fréquence des sCPSE et sCPSI suite a I’application de capsaicine ou de
probénécide.



Remarque : les concentrations de probénécide égdidors des expériences d’'imagerie du
calcium et d'électrophysiologie ne sont pas les e€mar les systemes d’application sont
différents (voir Matériels et Méthodes).

b) Transmission inhibitrice

L’application de probénécide n’a pas induit dengement de fréquence des sCPSI
dans les neurones de la couche Il (13/13). Parreatdns 57% (4/7) des neurones des
couches llI-IV et 27% (3/11) de ceux de la couchdapplication de probénécide a induit
une augmentation de fréequence des sCPSI. Nous nsajamais observé de baisse de
fréquence de sCPSI. Aucune variation de fréquerse MCPSI n'a été détectée suite a
I'application de probénécide pour les neuronesateshes Il (4/4), -1V (2/2) ou V (7/7)
(figure 25).

c) Co-activation par la capsaicine et le probérgcid

Afin de déterminer si le neurone enregistré pouvaitevoir des informations
provenant non seulement des afférences TRPV2, amsi des afférences TRPV1, nous

avons appliqué successivement le probénécidecapkaicine (figure 26).

Couche 1l

Aucun neurone de la couche I, sensible (3/10) on (¥/10) a la capsaicine, n'a
répondu a I'application de probénécide par une aungation de fréquence des sCPSE (0/10)
ou de sCPSI (0/12, dont 3/12 étaient sensiblesagaaicine) (figure 26).

Couches llI-IV

Dans les couches llI-1V, 13% (1/8) des neuronespoésenté une augmentation des
SCPSE suite a I'application de capsaicine, 37,58) ¢res application de probénécide et de
capsaicine, et 25% (2/8) suite a I'application debpnécide. Un quart des neurones (2/8) n'a
pas présenté de changement de fréquence des sGP8ipanse a la capsaicine ou au
probénécide. Concernant la transmission inhibitri@ns les couches llI-IV, 33% des
neurones (2/6) ont montré une augmentation de ézpides sCPSI suite a I'application du
probénécide mais pas de la capsaicine, et 33% ¢8tGEpondu a la fois au probénécide et a
la capsaicine. Un tiers des neurones (2/6) n‘anpastré de changement de fréquence des

sCPSI, ni a la suite de l'application de probénécrd apres I'application de capsaicine. De

80



plus, nous n'avons jamais observé de situationeonelurone répondait exclusivement a la

capsaicine par une augmentation de fréquence dSIQure 26).

Couche V

Dans la couche V, tous les neurones testés (7t7présenté une augmentation de la
frequence des sCPSE suite a I'application du prétide et de la capsaicine. En ce qui
concerne les transmissions inhibitrices, 80% desrames (8/10) ont présenté des
augmentations de fréqguence des sCPSI. De manig&ressante, dans la couche V certains
neurones ont eu des augmentations de fréquen&C &R uniquement en réponse a I'un des
deux agonistes, 50% (5/10) suite a l'applicationlaecapsaicine et 10% (1/10) suite a
I'application du probénécide. Par ailleurs 20% dearones (2/10) ont répondu a la fois au
probénécide et a la capsaicine par une augmentiinéquence des sCPSI (figure 26).

Conclusion

Ces résultats indiquent que la stimulation degraffces primaires exprimant des
récepteurs TRPV1 ou TRPV2 peuvent stimuler dessinissions excitatrices et inhibitrices
dans les couches profondes de la CDME. Certairedaeurones sont communs a un méme
réseau de la CDME et répondent par une augmeni@idréquence des sCPSI ou des sCPSE
suite a la stimulation des afférences exprimant WRBu TRPV2. De maniéere intéressante,
les neurones de la couche Il ne recoivent aucuf@mation synaptique excitatrice ou

inhibitrice aprés stimulation des afférences saalies exprimant les récepteurs TRPV2.

3. Effet des applications de probénécide en préseaddld\

Nous avons pu mettre en évidence que l'activatiea récepteura7 nicotiniques
permettait 'augmentation des sCPSI dans les caudhet IlI-1V suite a I'application de
capsaicine. Nous avons voulu savoir si des récepi@unicotiniques étaient impliqués dans
le traitement de I'information sensorielle provendes afferences TRPV2.

En présence de MLA, l'application de probénécidduit des augmentations de
fréquences des sCPSE et des sCPSI dans 40% (2/BYef3/7) de neurones de la couche II.
De plus, dans un faible contingent de neuronea deuche Il (20%, 1/5), nous avons observé
une baisse de fréquences des sCPSE. Des resulbfitaimqmires dans les couches llI-IV
montrent qu’'aucun neurone n'a de variation de feége des sCPSE suite a I'application de
probénécide (0/2), et que 50% (1/2) des neuronesim augmentation de la fréequence des
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Figure 27. Effet de I’injection intraplantaire ou intrathécale de capsaicine ou de probénécide
sur la sensibilité mécanique nociceptive.

La sensibilit¢ mécanique nociceptive est évaluée par le test des filaments de Von Frey. La
valeur de la ligne de base est présentée par la colonne « avant » et les valeurs obtenues apres
I’injection par la colonne « apres ». Chaque point représente la moyenne (£ erreur-type) de la
pression. (A) Dans le cas des injections intraplantaires (100 uL), les deux pattes
(contralatérale ou ipsilatérale a 1’injection) ont été testées. Un groupe d’animaux (n=15) a
regu une injection d’excipient, un deuxiéme groupe (n=6) une injection de capsaicine
(1 mM) et un troisieme (n = 8) une injection de probénécide (20 mM). Les deux substances
ont induit une baisse significative et similaire du seuil de sensibilité nociceptive mécanique (p
<0,001). (B) Dans le cas des injections intrathécales (10 pL), les deux pattes ont été testées et
une moyenne des deux seuils de retrait a été calculée. Les animaux ont re¢u une injection
d’excipient (n = 13), de capsaicine (50 uM) (n = 15) ou de probénécide (20 mM) (n = 16). Les
deux substances ont induit une baisse significative et similaire du seuil de sensibilité
nociceptive mécanique (p < 0,001).



sCPSI. Par contre, dans la couche V, 66% (2/3)ndesones ont une augmentation de la
fréquence des sCPSE et 66% (2/3) des neuronesnernaugmentation de la fréquence des
sCPSI suite a l'application de probénécide. Dasscleuches IlI-IV et V il n’a jamais été

observé de baisses de fréequence des sCPSE ouRIBEss(te a I'application de probénécide.

4. Effets comportementaux induits par le probénécida eapsaicine

L’ensemble des résultats électrophysiologiques treoh que dans la CDME les
afférences sensorielles exprimant TRPV1 ou TRPMR/ett des sous-réseaux distincts ou
des sous-réseaux partiellement communs. Nous avoumsi déterminer si cette situation
pouvait-étre corrélée avec des manifestations caeypentales, différentes ou communes,
suite a I'injection intrathécale de capsaicine eyprbbénécide.

L’injection intraplantaire ou intrathécale de caijgine chez le rat induit une
hyperalgésie thermique et une allodynie mécani@imdgne et al., 1991). Les effets d'une
injection périphérique et/ou centrale de probérecithnt jamais été étudiés chez le irat
vivo. Par conséquent, nous avons comparé les effetstsnpar le probénécide et par la
capsaicine suite a leur injection intraplantaireimtvathécale chez des rats males Sprague-
Dawley agés de 4 semaines dans des tests noccgtimiques et mécaniques.

a) Effet d’injections intrathécales

Sensibilité mécanique

La sensibilité mécanique a été évaluée a l'aidi@lalments de Von Frey avant et apres
l'injection intrathécale des différentes substandémjection d’excipient (n =13) n’a pas
induit de changement significatif de sensibilité cardique. La valeur (x erreur-type) des
seuils mécaniques était de 18,1 + 1,4 g avanelinpn et de 17,7 = 1,5 g aprés l'injection de
I'excipient. La différence observée n'est pas digative (test de Wilcoxon, p = 0,78).
L’injection de probénécide (n = 16) a induit unasba significative du seuil mécanique de
16,9+ 1,59 a3+0,4 g (test de Wilcoxon, p < 0,001). La capsa&@ également produit un
abaissement significatif des seuils mécaniques8de+13,5 g a 1,5 £ 0,5 g (test de Wilcoxon,
p < 0,001) (figure 27).
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Figure 28. Evaluation de la sensibilité nociceptive thermique au chaud suite a ’injection
intrathécale de capsaicine ou de probénécide.

Apres avoir déposé 1’animal sur la plaque chaude, on mesure le temps de latence (s) qui
s’écoule avant I’apparition d’un comportement de léchage ou de saut. Chaque barre représente
la moyenne (£ erreur-type) des temps de latence pour un groupe d’animaux, avant ou apres
injection intrathécale (10 puL) d’excipient, de capsaicine (50 uM) ou de probénécide (20 mM).
Les diagrammes du haut et du bas représentent respectivement les données obtenues sur une
plaque chaude a 50°C et sur une plaque chaude a 55°C. NS : différence non significative ; * :
p <0,05..



Sensibilité thermigue

Les résultats sont analysés avec une ANOVA a tmigurs.

La sensibilité thermigue nociceptive au chaudéaédluée grace au test de la plaque
chaude. Deux températures ont été utilisées, 50B5%. A 55°C, les temps de latence de
réaction nociceptive (Iéchage, sursaut) moyenssmmpris entre 6 et 9 secondes. Il n'y a pas
de différences significatives dans les valeurstdegps de latence entre les différents groupes
et avant et apres injection IT d’excipient, de @dpse ou de probénécide (p > 0,05) (figure
28).

A 50°C, les temps de latence moyens sont comptise 80 et 40 secondes. Le groupe
qui a recu une injection d’excipient passe d'ungende latence moyen de 3@,2,5 a
31,3+ 5,3 secondes (n = 6, test de Wilcoxon, p = 0,6&)gui n'est pas significativement
différent. Suite a l'injection de probénécide (8} il n'y a pas de différence significative
entre les temps moyens de latence, 385 et 39,1 5,3 secondes (test de Wilcoxon, p =
0,86). Dans le cas de [linjection de -capsaicine, téenps moyen de latence est
significativement réduit; il passe de 3414 a 21,#3,8 secondes (p = 0,03). Les
moyennes des temps de latence ne sont pas sigindivent différentes les unes des autres (p
> 0,05), sauf celle du groupe capsaicine apréstiaje(p = 0,012) (figure 28).

b) Effet d’injections intraplantaire

Suite a l'injection intraplantaire des différentssbstances, les animaux sont testés
avec les filaments de Von Frey. L’injection intraplaire d’excipient (n = 5) n’a pas induit de
changement significatif de sensibilité mécaniquest(de Wilcoxon, p = 0,78). Le seuil de
retrait est de 9,& 1,4 g en conditions contrble et de 18123 g apres l'injection d’excipient.
Dans le cas de l'injection de probénécide (n 3a8Byaleur moyenne des seuils mécaniques est
passée de 10#10,8g a 1,3 0,1 g. Cette baisse est importante et significafiest de
Wilcoxon, p < 0,011). En ce qui concerne l'injectide capsaicine, elle a également induit
une baisse importante et significative de sensthitiécanique des seuils. La valeur moyenne
du seuil mécanique est passée de 23,3 ga 1,% 0,2 g, (test de Wilcoxon, p = 0,026). Ces
données indiquent que I'activation des canaux TRBWVIRPV2 présents sur les terminaisons

périphériques des afférences nociceptives ind@talilodynie mécaniquiigure 27).
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Conclusion

Le probénécide, comme la capsaicine, induisent affets comparables sur la
sensibilité mécanique qu’ils soient injectés dangdlte plantaire en périphérie ou de maniere
intrathécale. L’activation des récepteurs TRPV1 DRPV2, par la capsaicine et le
probénécide, induit une allodynie mécanique impaetaPar contre seule I'activation des
récepteurs TRPV1, mais pas celle des récepteurd/ZRdnduit & la mise en place d'une

hyperalgésie thermique au chaud.
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Discussion

Les résultats que nous avons obtenus apportentertairc nombre d’éléments nouveaux
concernant le fonctionnement des réseaux de nesirdeela corne dorsale de la moelle

épiniere (CDME), a savoir :

- L'existence d'un transfert de l'information noci¢ee de la couche Il vers les
couches profondes IlI-IV et V sous la forme d’'ungmentation de la transmission
excitatrice. Il faut noter que de telles relatidosctionnelles entre la couche Il et les

couches llI-IV n'avaient pas été décrites auparavan

- Une augmentation de la transmission inhibitrice @&RBjique et glycinergique dans
toutes les couches de la CDME suite a une stinomaties afférences primaires
exprimant TRPV1. Nos résultats suggéerent fortentpreé cette augmentation est

contrblée par :

» lactivation d’interneurones cholinergiques qui dibnt de l'acétylcholine

agissant sur des récepteursnicotiniques.

e un mécanisme de désinhibition se situant dans deshes profondes (plus

profondes que la couche V).
* la mise en jeu de récepteurs-canaux de la glycine.

- Une remontée de l'information des couches proforvees les couches superficielles,

sous la forme d’'une augmentation de la transmigsiabitrice.

Ainsi, I'ensemble de nos données indigue I'existertinteractions réciproques entre
couches superficielles et profondes dans le tratende l'information nociceptive. Par

ailleurs les informations nociceptives provenart aéerences TRPV1 et TRPV2 sont traitées
par un réseau de neurones en partie commun auxtyleesd’afférences, mais également par
des réseaux propres a chacune d’entre elles. Daémaimtéressante, l'activation des

afférences TRPV2 n’'induit aucun changement dedasmission synaptique excitatrice ou
inhibitrice dans la couche Il et le degré de cogeace des informations provenant des
afferences TRPV1 et TRPV2 augmente en allant deshes superficielles vers les couches

profondes. Ceci est particulierement marqué danedaches llI-IV et V.
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Ces propriétés d’intégration au niveau de la CDdBvent étre mises en relation avec
les effets comportementaux induits par l'activata®s afférences sensorielles qui expriment
au niveau central TRPV1 et TRPV2. En effet, 'itjec de capsaicine, un agoniste TRPV1,
induit une hyperalgésie thermique et une hyperadgégscanique, alors que l'injection de
probénécide, un agoniste TRPV2, ne provoque qumis® en place d'une hyperalgésie

mécanique.

Dans les pages qui suivent, nous allons placerrémdtats dans le contexte de la
littérature scientifigue et nous allons discuterlelgrs réles éventuels dans le traitement de

l'information nociceptive par les réseaux de neesode la CDME.

1. Transmissions excitatrice et inhibitrice dans [&CDME.

Nos résultats confirment que tous les neurones acdeshes II-V de la CDME
recoivent des entrées excitatrices glutamatergiguésactivent des récepteurs de type
AMPA/kainate. En effet, 'ensemble des sCPSE este sont blogués par l'acide
kynurénique (2 mM) ou le CNQX (10 uM), deux antaigtes des récepteurs AMPA/kainate
du glutamate. En ce qui concerne la transmissitibitnice, nous confirmons également
I'existence de transmissions GABAergique et glyague dans 'ensemble des couches Il a
V.

1. Etude des fréquences moyennes des sCPSE et dds sCPS

L’étude des moyennes des fréequences des CPSE ®t &P condition contrble
démontre qu'il existe des différences significasiventre les couches de la CDME (voir
résultats, figure 11). Les neurones de la couclse istinguent de ceux des autres couches
par des fréquences de CPSE et CPSI plus faibless s couches IlI-1V les valeurs de
frequences moyennes sont situées entre celles istinéeg dans la couche Il et celles
observées dans la couche V. Ces différences deenég pourraient s’expliquer par des
degrés d’'innervation synaptique différents entsedeurones des couches I, lll-IV ou V ou
par des difféerences dans les probabilités de lilnérades neurotransmetteurs a partir des
terminaisons nerveuses au sein des différenteshesut.u et Perl, 2005; Schneider, 2008).
Les arborisations dendritiques des neurones deuahe Il sont principalement confinées
dans leur couche d'origine (Yasaka et al., 2018j.d®ntre, les arborisations dendritiques des

neurones des couches profondes sont plus étentfremehissent souvent les limites entre
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les différentes couches. Ceci pourrait leur pemaete recevoir un plus grand nombre de

contacts synaptiques (Brown, 1982).

De maniére globale, le blocage par la TTX des wamNg responsables de la genése
des potentiels d’action diminue la fréquence deSEBt des CPSI. Une partie des sCPSE et
sCPSI observés dans la CDME pourrait donc dépatelfactivité de décharge de potentiels
d’action en I'absence de stimulation sensoriellep&hdant, la présence d’'un effet de la TTX
ne permet pas de conclure directement a I'impbecatle potentiels d’action, mais au moins a
I'implication de dépolarisations membranaires déjaemes de I'ouverture de canaux'Na
voltage-dépendants dont les amplitudes seraierfisantes pour faciliter la libération

synaptique de neurotransmetteurs.
2. Caractérisation des transmissions inhibitrices

Les transmissions inhibitrices dépendent au md@sdeux neurotransmetteurs, le
GABA et la glycine. Dans la littérature sur la CDMEs caractéristiques des transmissions
inhibitrices ont été principalement étudiées sus deurants miniatures (i.e. enregistrés en
présence de TTX, ce qui bloque l'activité des régede neurones) et en présence de
bloquants pharmacologiques pour isoler soit la sitrdassion GABAergique, soit la

transmission glycinergique.

Nous avons choisi de caractériser les propriétss tdansmissions inhibitrices en
'absence de TTX et de bloguants pharmacologiques pe pas perturber le réseau, et dans
le but de déterminer s'’il existait des effets diéfdtiels de la capsaicine sur les transmissions
GABAergiques et glycinergiques enregistrées dansm@me neurone. Pour répondre a cette
guestion, il a fallu tout d’abord mettre au poimt systeme d’analyse permettant de séparer
clairement les sCPSI-GABA et les sCPSI-glycine dassneurones recevant les deux types
d’entrées. Pour mettre au point cette analyse, agans comparé les propriétés de courants
isolés pharmacologiquement a celles des couranegisirés en l'absence de bloquants
pharmacologiques. Dans notre approche la séparatite les SCPSI-GABA et les sCPSI-
glycine se fonde sur des différences dans leslpmbdi distribution des constantes de temps de

déactivation{p) des sCPSI et non pas sur la valeur moyennetiss CPSI.
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a) sCPSI glycine isolés pharmacologiqguement

L’étude de la composante glycinergique isolée plaaologiquement montre que dans
la couche I, il existe deux familles de sCPSI-gigc Les sCPSI-glycine rapides ont dgs
inférieurs a 11 ms, alors que les sCPSI-glycingslemt destp supérieurs a 12 ms. Il est
intéressant de noter que la population de sCPS$8lrghylents est absente dans les couches IlI-
IV et V. De plus, dans la couche Il, les neuronas grésentent des sCPSI-glycine lents

présentent également et systématiquement des sfiR8le rapides.

Les difféerences de cinétique das des sCPSI-glycine pourraient notamment
s’expliquer par I'expression de la sous-unif® des récepteurs de la glycine dans certains
neurones de la couche Il. Cette sous-unité cordaresCPSI-glycine des cinétiques e
plus lentes (Rajalu et al., 2009). La sous-unidén’étant pas exprimée dans les couches
profondes, cela expliquerait pourquoi dans les leesidll-IV et V on n’enregistre que des

sCPSI glycine rapides (Harvey et al., 2004).
b) sCPSI GABA isolés pharmacologiquement

L’'analyse destp des sCPSI GABAergiques isolés pharmacologiquenrmapt
également en évidence l'existence de sCPSI-GABAdespet de sCPSI-GABA lents.
Contrairement aux sCPSI glycine rapides et lems, deux types de courants GABA ne
coexistent jamais dans un méme neurone des colie¥ie®ar contre, au sein d'une méme
couche (Il ou I1I-V), on peut trouver des neuroagant des sCPSI GABA lents ou des sCPSI
GABA rapides (voir figure 12). Lors de la maturatipostnatale de la CDME, une production
toniqgue de neurostéroidesu5a réduits potentialise la transmission GABAergique e
augmentant l'affinité des récepteurs GABpgour le GABA (Keller et al., 2001; Inquimbert et
al., 2008). Cette modulation disparait aprés 14sj@ostnataux pour les neurones des couches
l1I-1V et apres 21 jours pour les neurones de lacbe Il a cause de la diminution de
production locale de neurostéroides5®@ réduits (Inquimbert et al., 2008). Nous avons
observé des sCPSI-GABA lents a des stades de g@esfeent auxquels il n'y a plus de
production locale de neurostéroidesa® réduits suffisante pour potentialiser les récagteu
GABAA (Inquimbert et al., 2008). Le décours lent des SICBABA est donc probablement

dd a une autre cause.
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Chez la souris agée de 18 a 36 jours, il a égaibdté décrit des mCPSI GABA
rapides et lents pour les neurones de la coucfi@kahashi et al., 2006). Les des mCPSI-
GABA lents sont augmentés en présence de Propofolafiesthésique) ou de Midazolam
(une benzodiazépine), alors quetgsles MCPSI-GABA rapides sont insensibles au Propofo
et au Midazolam, suggérant que les compositionsoeis-unités des récepteurs GABAUI
sous-tendent ces deux types de sCPSI sont diféérellle maniere intéressante, dans le
thalamus deux populations de neurones se distihqueanles cinétiques de leurs mCPSI-
GABA ont été décrites (Mozrzymas et al., 2007).dreamiere population se caractérise par
destp lents (>25 ms) et exprimerait des récepteurs GAB@nstitués des sous-unité3, f2
ety2. L’autre population de neurones du thalamus s&ctéxise par des rapides (<25 ms)
et correspondrait a la présence de récepteurs GABAstitués de I'assemblage des sous-
unités al, o2, B2 et y2. Dans la CDME, les neurones des couches |-V eqi
majoritairement les sous-unitég, a3, 2, B3 ety2 du récepteur GABA mais les neurones
des couches llI-IV expriment aussi la sous-unifé (Bohlhalter et al., 1996). Ainsi, la
présence dap GABA rapides et dep GABA lents pourrait indiquer des compositions

différentes en sous-unités GARAour les neurones des couches Il et llI-1V de TEME.

Les différences de cinétiques des sCPSI GABA piemt également étre dues a des
états de phosphorylation différents des sous-urfiésou B3 par des protéines kinase
différentes (PKA et PKC) (McDonald et al., 1998itkar et Moss, 2003).

c) sCPSI en I'absence de bloguants pharmacolegiqu

Il n'est pas possible de déterminer la nature (BARBI glycine) des sCPSI en tenant
juste compte d’'une valeur seuil dg pour séparer les sCPSI-glycine et les sCPSI-GABA.
Nous avons établi une séparation avec plus deaeasitestrictifs. Ces critéres portent sur les
propriétés des distributions cumulées desles sCPSI (voir ci-dessus). Les résultats de la
méthode d’analyse en composantes gaussiennes, d@d mis en évidence trois types de
neurones différents dans les différentes couchéas @®ME (Tableau 7). Le premier type de
neurone recoit principalement des sCPSI-glycinglygine »). Le second type de neurone
(« GABA/glycine ») se caractérise par le fait quilcoit a la fois des sCPSI-GABA et des
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sCPSI-glycine dans des proportions plus ou moing/atgntes. Le troisieme type de neurone
recoit principalement des sCPSI-GABA (« GABA »). Htilisant cette approche, nous
concluons que les neurones des couches Il et lisdvt principalement sous inhibition
spontanée GABAergique, alors que les neurones deshes V sont principalement sous

inhibition spontanée glycinergique.

Ces résultats fonctionnels complétent des dondéda littérature sur les connexions
inhibitrices dans la CDME. En effet les connexionkibitrices entre interneurones de la
couche Il sont uniqguement GABAergiques (Lu et P2€05), ce qui est cohérent avec
'absence de neurones glycinergiques, c’est-a-ek@imant le transporteur neuronal de la
glycine, GlyT2, dans cette couche (Zeilhofer et @005; Hossaini et al., 2007). Les
connexions inhibitrices internes aux couches llitMisent a la fois le GABA et la glycine
comme neurotransmetteurs (Schneider, 2008). Cdcicanpatible avec la présence de
neurones contenant du GABA et de la glycine dassoaches (Todd et Spike, 1993) et avec
la présence d’'une forte population de neuronesirgpt GlyT2 (Zeilhofer et al., 2005;
Hossaini et al., 2007). Par conséquent, la trarsomglycinergique observée dans la couche
Il proviendrait de neurones situés dans les couphesprofondes (llI-V). Cette observation
est également en accord avec nos résultats quirembrgue dans les couches superficielles
'augmentation de la transmission glycinergiquéesail’application de capsaicine dépend des
couches plus profondes puisqu’elle disparait lo@gpratique une section mécanique entre

la couche IV et la couche V.

2. Stimulation sélective des afférences nociceptive

Notre objectif était de stimuler un contingentfiees nociceptives sans stimuler de
fibres non-nociceptives. Une telle stimulation ppat exemple étre réalisée en utilisant un

agoniste d’un récepteur exprimé seulement paridessfnociceptives.

1. Avantage des stimulations pharmacologiques

Nous avons préféeré I'utilisation d’'une stimulatipharmacologique sélective plutdt
gue des protocoles de stimulation électrique deimea dorsales, car ces dernieres recrutent
les afférences sensorielles primaires (ASP) entimmde leurs propriétés d’excitabilité plutot
gue des modalités sensorielles qu’elles véhiculeatplus, I'activation des fibres C par une
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stimulation électrique ne peut se faire qu'apreésutement préalable des fibres de type A. Par
ailleurs, il faut noter que toutes les fibres @ étne sont pas des nocicepteurs et que 20% des

fibres AB véhiculent des informations nociceptives (DjowdtrLawson, 2004).

On peut distinguer différentes catégories d’ASBptEs les types de canaux TRP
gu’elles expriment. L'application d’un agonisteesdif d’'un type de canal TRP, exprimé par
une catégorie précise d’ASP, représente donc urtboa® de stimulation plus sélective
gu’une stimulation électrique pour recruter un tyaeticulier de fibres sensorielles. De plus
I'application de tels agonistes sélectifs permetrd@er une stimulation somatosensoriétie
vitro sur des tranches aigués de ME qui conservent desntsons centrales d’ASP
fonctionnelles (Nakatsuka et al., 2002), ce quvéra particulierement intéressant dans nos

expériences d’électrophysiologie sur tranches aigieeME.

Dans notre étude nous avons choisi de stimulex dgoes de nocicepteurs, I'un

exprimant TRPV1 et 'autre exprimant TRPV2.

2. Fibres afférentes exprimant TRPV1 et TRPV2

a) TRPV1

Le canal TRPV1 est exprimé par un contingent dee§ de petit diamétre,
majoritairement de type C, non peptidergiques ejepaint vers la couche Il externe (Guo et
al., 1999). Le canal TRPV1 est activable par umage sélectif, la capsaicine (Caterina et al.,
1997).

La stimulation chimique avec de la capsaicine pedaeecruter un contingent d’ASP
comme le ferait une stimulation nociceptive de tghaleur nociceptive. En effet I'injection
intradermale de capsaicine chez I'humain est @&e@imme procurant une sensation de
bralure (LaMotte et al., 1991; Willis, 2009). Lescepteurs TRPV1 sont exprimés a la fois
aux terminaisons centrales et périphériques desones sensoriels primaires et leur
activation conduit aux mémes manifestations congpeentales nociceptives (Spicarova et
Palecek, 2008). La capsaicine déclenche la misglam® d’'une hyperalgésie thermique au
chaud et d'une allodynie mécanique chez I'humaireetat (Torebjork et al., 1992). Les

résultats des tests nociceptifs que nous avonsésathez I'animal entier confirment que les
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injections de capsaicine en périphérie ou au niceatral induisent la méme baisse des seuils

nociceptifs mécaniques.

b) TRPV2

Le canal TRPV2 posséde une homologie de séquens8%eavec TRPV1 (Caterina
et al., 1999). Il est exprimé par des ASP myéleiséle type A (et peut étre B) qui
projettent principalement vers les couches llI-DéeWinter et al., 2004). Le canal TRPV2
peut étre sélectivement activé par le probénécidlng et al., 2007). L’homologie de
séquence du canal TRPV2 avec le canal TRPV1 a datahus un premier temps a considérer
gue TRPV2 était un canal permettant de détecterchedeurs nociceptives pour des
températures supérieures a 52°C. Cette proprigite anise en évidende vitro sur des
récepteurs TRPV2 recombinants (Caterina et al.,9)198ais n’'a jamais été vérifiée
physiologiquemenin situ. Chez le rat adulte, le canal TRPV2 est trouvésdas neurones
sensoriels ayant des fibres myélinisées mais nievgmt pas le canal TRPV1 (Lewinter et al.,
2004). Dans une préparation peau-nerf-DRG-ME deisoill a été montré que le récepteur
TRPV2 est exprimé par 62% des fibres mécanosessibiglinisées, qui sont par ailleurs
insensibles a la chaleur, ainsi que par un faibfgiogent (16%) de nocicepteurs polymodaux
(Lawson et al., 2008). Le canal TRPV2 est doncamnarqueur des fibres mécanosensibles,
alors que le canal TRPV1 est préférentiellementien par des fibres sensibles au chaud
nociceptif (Rau et al., 2007).

En accord avec ces considérations, nos donnéesanbgti'une injection intrathécale
de probénécide, qui active sélectivement TRPV2jitnghe allodynie mécanique sans indice

détectable d’hyperalgésie thermique au chaud.

De maniere intéressante, I'expression de canauxXVPRRI niveau des terminaisons
périphériques des neurones sensoriels viscéraublseimdispensable a la détection des
changements osmotiques dans la cavité intestimdileata et al., 2010) et d’autres études
indiquent un réle direct de TRPV2 dans la détectierdistensions de la membrane cellulaire
(Tominaga et Caterina, 2004). Ces données suggguent RPV2 pourrait jouer un role dans

'osmosensibilité et la mécanotransduction dansi&sones sensoriels primaires viscéraux.
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c) Coexistence de TRPV1 et TRPV2

Nous avons réalisé des expériences dimagerie thiuoa intracellulaire sur des
cultures de DRG de rats agés de plus de 21 jounsiet avons évalué les réponses de ces
neurones a des applications de capsaicine et deémpFoide. Nos résultats suggérent

I'existence de contingents distincts de neuronas@eels exprimant soit uniquement TRPV1

(33%), soit uniguement TRPV2 (9%). Cependant us taible contingent (4%) de
neurones répond a la fois a l'application de capsaiet de probénécide et coexprime donc
TRPV1 et TRPV2. Ces résultats sont en accord aeex obtenus sur des neurones des
ganglions trijumeaux de souris adultes chez lesepiedeul un faible contingent (2%) de
neurones possede a la fois TRPV1 et TRPV2, aloes 409 des neurones expriment
uniquement des canaux TRPV1 et 20% uniquementatesig TRPV2 (Bang et al., 2007).

Au plan immunocytochimique il n’y a apparemmens pa coexistence de TRPV1 et
TRPV2 sur les ASP chez le rat adulte (Lewinterlgt2004). Cependant, TRPV2 semble
jouer un réle important dans le développement dasames sensoriels durant la période
embryonnaire et notamment dans le guidage des sxde®eASP depuis les DRG vers la ME
(Shibasaki et al., 2010). En effet, a E12,5, 90% rmurones des DRG expriment TRPV2, et
aucun n’exprime TRPV1. Par contre, a partir de Elparmi les neurones qui expriment
TRPV2 (90% de la population totale), 30% exprimggalement TRPV1. A PO, I'expression
de TRPV2 diminue (68% de neurones I'expriment),latproportion de neurones qui
coexpriment TRPV1 et TRPV2 passe a 40%. Il semble djue TRPV2 soit nécessaire au
bon développement des axones des neurones TRP¥Y1av€DME. Etant donné que chez la
souris adulte (Lawson et al., 2008) et chez lagdtde 3 a 4 semaines (nos résultats) TRPV2
et TRPV1 sont essentiellement trouvés dans dedatayns de neurones sensoriels distinctes,
on peut penser que les neurones coexprimant TRRVIR®V2 sont une population
particuliere de neurones en lien avec un état geldgpement des ASP. En effet, la mise en
place des projections des fibres TRPV1 vers la MEextue jusqu’a P30 (Guo et al., 1999)
et TRPV2 pourrait jouer un réle dans ce processussi, il est possible que le faible
contingent de neurones de DRG (9%) coexprimant TREVTRPV2 chez le rat a P21-P25,
et que nous avons mis en évidence dans nos expesied’imagerie du calcium
intracellulaire, corresponde a des neurones qui enoore en train d’établir des contacts

synaptiques avec des neurones de la CDME.

93



Fibres TRPV1

v

III-1v

SRS S

|
|
|
|
|
|
|
r
|
|
|
N

& GABA/gly

Neurone
- — —> Action excitatrice

Action inhibitrice GABA/gly Interneurone inhibiteur

Figure 29. Voie TRPV1 excitatrice.

Les afférences primaires exprimant TRPV1 contacte spécifiquement des interneurones de la

couche II. Un réseau polysynaptique excitateur transmet I’information nociceptive TRPV1
vers les couches III-IV et V.

(GABA = interneurone GABAergique, glycine = interneurone glycine, GABA /gly =
d’interneurone inhibiteurs GABAergique et/ou glycinergique).



3. Effet de la stimulation de TRPV1

Dans nos expériences, la capsaicine n’a jamaistigié courant entrant ou sortant
mesurable (détectable) dans les neurones enregfstré214). Cette observation suggére que
les neurones de la CDME n’expriment pas le récepl@®PV1 au niveau de leur corps
cellulaire. Par contre, nos expériences sur lesBECBS CPSI miniatures, enregistrés en
présence de TTX (MCPSE et mCPSI), montrent qu'mos-population de neurones (30%)
de la couche Il recoit des entrées excitatricesadirpde neurones glutamatergiques qui
expriment des récepteurs TRPV2 a leurs terminaisgnaptiques. Il est probable que ces
terminaisons correspondent a des terminaisons d’&gimant TRPV1 car ces données
électrophysiologiques sont en accord avec les nagegliimmunocytochimiques qui montrent
gue TRPV1 est localisé principalement sur des AGRegminent dans les couches I-1l (Guo
et al., 1999). L'expression de TRPV1 par des neesantrinseques de la CDME est I'objet de
controverses. Néanmoins, dans I'éventualité otacertinterneurones glutamatergiques de la
couche Il exprimeraient TRPV1 a leurs terminais@@isou et al., 2009), il est clair que ces
interneurones ne projettent pas vers les couch&sde la CDME, car nous n’avons jamais
observé d’augmentation de fréquence des mCPSE ldansouches IlI-IV ou V suite a
I'application de capsaicine. Il a été suggéré ge’saus-population d’'interneurones pouvait
exprimer TRPV1 dans un modéle de culture organquypide ME de souris (Ferrini et al.,
2010). Cependant une étude récente, utilisant desissgénétiguement modifiées pour
exprimer des genes rapportewwsus le promoteur de TRPV1, montre que les neurones
intrinseques de la CDME n’expriment pas TRPV1 itu sfCavanaugh et al., 2010).

L’ensemble de nos données montre que l'applicattencapsaicine constitue un
moyen de stimuler sélectivement des neurones @euahe 1l de la CDME sans stimuler

directement des neurones des couches profondésg) (Il

Il faut souligner qu’en I'absence de TTX, 57%, 48%83% des neurones de couches
I, H-IV et V présentent une augmentation de frégce de sCPSE, ce qui indique que
linformation nociceptive, acheminée par des fibmgprimant TRPV1 vers une sous-
population de neurones de la couche I, est ensu#asmise par des interactions
polysynaptiques excitatrices vers les couchesMlet V (figure 29). Ces résultats montrent
'existence de relations synaptiques fonctionnebesre la couche Il et les couches plus
profondes qui interviennent dans le traitement 'oidokmation nociceptive provenant des

ASP nociceptives exprimant TRPV1. Des relationcfimmnelles entre des neurones de la
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Figure 30. Voie TRPV1 inhibitrice

La stimulation des afférences sensorielles exprimant TRPV1 induit une large augmentation
de la transmission inhibitrice GABAergique et glycinergique. Cette augmentation dépend du
recrutement d’une transmission cholinergique activant des récepteurs nicotinique o7.
L’implication d’un interneurone cholinergique permet le recrutement d’un systeme
désinhibition. Cette désinhibition implique des neurones des couches de la couche V et
I’activation de récepteur canaux de la glycine. Ce mécanisme de désinhibition synaptique
permet le recrutement d’interneurone inhibiteurs GABAergique et/ou glycinergique.

(GABA = interneurone GABAergique, glycine interneurone glycine, GABA /gly =
d’interneurone inhibiteurs GABAergique et/ou glycinergique).



couche Il et de la couche V avaient déja été mest(Blakatsuka et al., 2002). Nos résultats
confirment ces données et sont les premiéres arandixistence des relations fonctionnelles
entre les neurones de la couche Il et des neudwsesouches llI-1V, ces derniéres n’étant pas
classiquement considérées comme intervenant ddretEment de l'information nociceptive
(Brown, 1982).

1. Effet sur la transmission inhibitrice

L’application de capsaicine induit également umgnaentation de fréquence des
sCPSI dans plus de la moitié des neurones des esutlV, (45%, 58% et 55% pour les
couches I, llI-IV et V respectivement). Le résaauronal hypothétique impliqué dans ce
phénomene est illustré dans la figure 30 et disdatss les paragraphes ci-dessous.

En présence de TTX, la capsaicine n'induit deatiams de fréquence des mCPSI
dans aucune des couches de la CDME, ce qui sugmerdes interneurones inhibiteurs
n'expriment pas TRPV1 a leurs terminaisons synapsgDe plus, il est important de noter
qgue les patrons d’'inhibition (« glycine », « GABMgne », « GABA ») des neurones qui
présentent une augmentation de fréquence des s@R3langent pas suite a I'application de
capsaicine pour les neurones des couches Il dV.lIEeci indique que la capsaicine
augmente a la fois les transmissions glycinergicgieSABAergiques. Les corps cellulaires
des interneurones glycinergigues sont majoritairgrfecalisés dans les couches llI-V, mais
sont trés rares dans la couche Il (Hossaini e2@07). Ainsi les augmentations de fréquence
de sCPSI glycinergiques observées dans une fraictipartante de neurones de la couche Il
(61%) semblent impliquer I'activation de neuronégigergiques situés dans les couches llI-
V. En accord avec cette hypothése, il a été mochez le rat adulte gu’une injection
intraplantaire de capsaicine induit une expressi®rc-Fos dans des neurones des couches
profondes (llI-1V) exprimant des ARNm de la GAD67 ae GlyT2, c’est-a-dire dans des
interneurones GABAergiques et/ou glycinergiquess@#ini et al., 2010).
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2. Mise en évidence d'un mécanisme de désinhibition

Nos données indiquent que I'augmentation de frécriades sCPSI GABAergiques
induite par la capsaicine est placée sous le dentféuine activité glycinergique. Un tel
phénomene nécessite par conséquent I'existencanganisme de désinhibition.

Cette désinhibition a certainement lieu dans lasckes plus profondes que la couche 1V.
L’existence d’'une désinhibition synaptique doitrseluire par une diminution de la fréquence
des sCPSI suite a une application de capsaicingelJphénomeéene n’a jamais été observe
dans les couches II-IV. Par contre, une faibletioac(15%) de neurones de la couche V
présente une baisse de fréquence des sCPSI $aipplécation de capsaicine. Le phénoméne
de désinhibition pourrait donc concerner une samsiation de neurones de la couche V,
mais on ne peut pas tout a fait exclure la contivioud’'une désinhibition dans la couche VI,
qui n'a pas été inclue dans notre étude. Les nesrsabissant cette désinhibition pourraient a
leur tour faciliter I'activité d’interneurones iriteurs situés dans les couches Il et IlI-1V ou
d’interneurones de la couche V projetant vers tegles Il et lll-1V. Le réle fondamental de
la couche V (ou éventuellement des couches plusomquies) dans le controle de la
transmission synaptique inhibitrice dans les cosdhet IlI-1V est confirmé par le fait que
laugmentation de fréquence des sCPSI suite a llegijpn de capsaicine est fortement
diminuée dans la couche Il ou est absente darleshes 1lI-1V, apres avoir interrompu les
communications synaptiques entre les couches mtefont les couches I-IV par une section

meécanique. (Voir résultats, partie I1).

3. Intervention d’'un maillon cholinergique

Les proportions de neurones répondant a l'apphicatie capsaicine par des
augmentations de fréquence des sCPSI dans leseslicht IlI-1V sont significativement
réduites en présence deethyllycaconitine(MLA, 100 nM), un antagoniste des récepteurs
nicotiniquesa?. Ainsi la présence de MLA reproduit I'effet dedaction mécanique entre les
couches IV et V. La baisse de fréquence des sCR8ite par la capsaicine dans la couche V
est également abolie en présence de MLA. Ces aésusltiggerent I'implication d’un maillon
cholinergique et de récepteurs nicotinigues dans la stimulation de la transmission
synaptique inhibitrice dans les couches II-IV parchpsaicine. Par contre ce maillon ne
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semble pas indispensable dans les augmentatiofie@giéence des sCPSE induites par la

capsaicine dans les couches I, llI-IV et V.

Les neurones cholinergiques de la CDME de rateantcorps cellulaire localisé dans
les couches -1V (Todd et Spike, 1993; Olave let 2002; Ribeiro da Silva et De Koninck,
2009). Leurs dendrites s’étendent principalemens vdes couches I-1l et recoivent des

synapses a partir d'ASP myélinisées et non-myéksigOlave et al., 2002).

Dans la ME I'existence d’'une transmission synamicapide cholinergique a été décrite dans
la couche X et les colonnes intermédiolatéralesadBia et Trouslard, 2002; Bradaia et al.,
2005). Cette transmission utilise des récepteursgsgoaptiques nicotiniques de typ&
(Bradaia et al., 2005). De plus, dans la CDME deoratrouve une forte densité de sites de
liaison de la-bungarotoxine, un ligand a forte affinité pour tésepteurs de I'acétylcholine
de typea7, dans les couches lI-lll. Une partie de ces s#estrouve sur des neurones
intrinséques de la CDME, car ils persistent aphésotomie dorsale (Ninkovic et Hunt,
1983). Par alilleurs, il a été montré que certamerieurones inhibiteurs de la CDME
expriment au niveau de leurs corps cellulairesrdespteurs nicotiniquas/ fonctionnels et
gue l'activation de ces récepteurs induit une aargation de la frequence des sCPSI dans la
couche V (Takeda et al., 2007).

L’augmentation de fréquence des sCPSI dans leshesull et llI-IV suite a la
stimulation des canaux TRPV1 semble donc nécestgterecrutement d’interneurones
cholinergiques localisés dans les couches llI-1V ldeCDME, la libération endogene
d’acétylcholine et l'activation de récepteurs nicigfues de type7. Il est important de noter
gue l'augmentation de fréquence des sCPSE dansolsshes 1l et IlI-IV ne semble pas
dépendre de I'activation de récepteurs car elle persiste en présence de MLA.

4. Conclusion

L’ensemble de nos résultats démontre I'existeriaa déseau neuronal réalisant des
interactions synaptiques fonctionnelles entre dess-populations de neurones des différentes
couches de la CDME. Nos données suggerent queffla®races nociceptives exprimant
TRPV1 contactent des neurones de la couche I, ljnfigrmation nociceptive est transmise

aux couches profondes IlI-V, ce qui semble en atemec des études indiquant I'existence
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de relations anatomiques entres les couches stipte$ et profondes de la CDME (Light et
Kavookjian, 1988; Braz et Basbaum, 2009). Cettermftion est intégrée dans les couches
profondes ou un phénomeéne de désinhibition paeti@p retour a 'augmentation de la
transmission inhibitrice dans les couches llI-IVdains la couche II. Ainsi, le controle de
inhibition synaptique en réponse a une stimulatinociceptive dépend de relations

synaptiques réciproques entre les couches sumdidiciet profondes. (Figures 29 et 30).

4. Réles physiologiques possibles de l'inhibitioncéivée par la stimulation des afférences
TRPV1

1. Inhibition des neurones de projection nociceptifs

BN

Un des rbles que l'on pourrait attribuer a laugwadion de fréquence des
transmissions inhibitrices rapides dans la CDMEé@gonse a des stimulations nociceptives
serait de limiter I'excitation des neurones respbies de la transmission des informations
nociceptives vers les centres supra-spinaux. Lée pde cette inhibition au niveau de la
CDME conduit en effet a la mise en place d’'un amisent des seuils nociceptifs (Yaksh,
1989) et contribue a la mise en place d'états ddedo persistants (Coull et al., 2005;
Zeilhofer et Zeilhofer, 2008).

2. Modulation des champs récepteurs

Dans la CDME, certains neurones recoivent a la des informations en provenance
d’afférences nociceptives et non-nociceptives. @@srones sont dits a convergence (voir
Introduction). On en trouve dans toutes les couahmas surtout dans la couche V (Guirimand
et Le Bars, 1996) L'augmentation de la transmissntibitrice dans la couche V, mais aussi
dans les couches lI-IV, suite a I'application depsaicine pourrait donc sous-tendre une
modulation de la taille des champs récepteurs g@eerones. Un changement de la taille des
zones excitatrices et inhibitrices des champs téoep de ces neurones a été montré et
dépend de l'activité synaptique inhibitrice au mivespinal (Guirimand et Le Bars, 1996). Par
analogie, on pourrait spéculer qu'un processuslaimipourrait aussi moduler les champs

récepteurs des neurones nociceptifs spécifiquessebheurones non-nociceptifs.
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3. Dépolarisation des afférences primaires

On trouve des synapses axo-axoniques GABAergiqueses terminaisons centrales
des afférences sensorielles primaires (Ribeiroibla t De Koninck, 2009). Ces synapses
participent a l'inhibition présynaptique des afféres primaires. Cette inhibition met en jeu
I'activation de récepteurs GABAprésynaptiques qui induit une dépolarisation déso& un
shunt de résistance membranaire au niveau desngisons des afférences primaires
sensorielles. Ce phénomeéne, appelé dépolarisatsn afférences primaires (PAD pour
primary afferent depolarization), induit un blocatgs potentiels d’action afférents et conduit

ainsi a la réduction de la transmission de l'infatibn sensorielle vers les neurones des
couches de la CDME (Eccles et al., 1963).

La PAD concerne les fibres non nociceptives de giameétres suite a I'activation de
fibres non nociceptives (Eccles et al., 1961). Génpmene s’observe aussi dans les fibres C
suite a I'activation de fibres de types A (Fitzdéraet Woolf, 1981). De plus la stimulation des
fibres C peut induire une PAD dans des fibres ge # (Zimmermann, 1968). Dans certaines
conditions de stimulation intense ou de plasticéétrale, la PAD peut avoir une amplitude
suffisante pour atteindre le seuil de déclenchent&st potentiels d’action dans la fibre
afférente primaire et par conséquent induire uraitaion antidromique directe de ces fibres
sensorielles (Willis, 2009).

Nos résultats montrent une augmentation de lasimagsion inhibitrice dans les
couches Il et lll-IV de la CDME suite a I'activatiale fibres (A/C) sensibles a la capsaicine.
Cette augmentation de la transmission inhibitrez@drcompte de l'activation d’'interneurones
GABAergiques dont certains pourraient étre implmjudans la PAD des afférences

sensorielles primaires.

Une majorité d’afférences nociceptives contacterdmirones de la couche Il. La mise
en place du phénoméne de PAD, suite & une stironlaticiceptive provenant des afférences
TRPV1, permettrait de limiter la transmission de$oimations nociceptives depuis la
périphérie vers la CDME. Au sein des couches lidié/la CDME il a été montré que des
interneurones GABAergiques/glycinergiques établissades synapses axo-axoniques
GABAergiques avec des fibresBlet des synapses glycinergiques axo-somatiquesdesec

neurones intrinseques. Ainsi les informations remiives pourraient inhiber larrivée
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d’'informations non-nociceptives, et ainsi diminlephénoméne de « gate-control », c’est-a-
dire l'inhibition de la transmission de l'informah nociceptive par des informations non

nociceptives (Melzack et Wall, 1965).

4. Activation de neurones nociceptifs par des newsara nociceptifs

La forte augmentation de la transmission inhibérilans la CDME suite a I'activation
des afférences nociceptives TRPV1 pourrait reptésaim moyen pour les informations
nociceptives d’inhiber des réseaux qui maintienngné¢ séparation entre les modalités
sensorielles nociceptives et non-nociceptives tarrativement de renforcer cette séparation.
Dans des conditions physiologiques de base, I'métion non-nociceptive acheminée par les
fibores A3 n’active pas les neurones impliqués dans le codstgdéa transmission de
linformation nociceptive. Cette séparation des aldés est maintenue probablement par
l'action d’interneurones inhibiteurs (Miraucourt at., 2009; Takazawa et MacDermott,
2010b). Cependant, dans certaines conditions diewtoau de désinhibition (physiologiques
ou pharmacologiques (strychnine et bicucullinegs Informations non-nociceptives vont
pouvoir accéder aux neurones qui traitent en temopsal I'information nociceptive dans les
couches I-1l. Ceci pourrait notamment rendre congpteléveloppement des états d’allodynie
(Schoffnegger et al., 2008).

5. Analgésie induite par une stimulation nociceptive

Il a été montré que la stimulation d’afférencesiogptives par la capsaicine induit une
augmentation de l'inhibition dans la couche V, qrmet la désinhibition d’'une sous
population de neurones dans le noyau Accumbenslékmhibition de ces neurones permet
I'activation de contrbles descendant inhibiteutsés dans le tronc cérébral et conduit ainsi a
une analgésie (Tambeli et al., 2009). Ce phénoragrié désigné sous le nomNieciceptive
stimulation induced analgesiéNSIA) et implique entre autres l'activation de epteurs
GABAg et de récepteurs opioides de type p dans la CDMBEN&IA peut en partie rendre
compte des effets antinociceptifs observés chexrithe apres I'application périphérique de

capsaicine (Torebjork et al., 1992).

100



5. Effet de la stimulation de TRPV2

L’application de probénécide (500 pM pendant 3fbedes) a induit des changements
de fréquence des sCPSE dans 50% des neurones wuigsesdll-IV et dans 100% des
neurones de la couche V. De méme, le probénédildua des changements de fréquence de
SCPSI dans 57% des neurones des couches llI-I¥ret 27% des neurones de la couche V.
Par contre, nous n'avons jamais observé des chamgende fréequence de sCPSE ou de
sCPSI dans la couche Il suite a I'application debpnécide. Ces données indiquent que les
afférences exprimant TRPV2 sont capables d’indiaativation de transmissions excitatrices
et inhibitrices dans une sous-population de newates couches IlI-IV et V, mais pas de
transmettre, ni directement ni indirectement, ddgsrinations vers la couche Il, du moins

dans des conditions physiologiques de base.
1. Réseau commun activé par des afferences TRP\RRAtZ et réseaux distincts

Ainsi, nos données suggerent que les neurones deutzhe Il semblent traiter uniquement
des informations provenant des afférences TRPV#$.doeiches IlI-IV se distinguent de la
couche Il par la présence de neurones répondarfoisla la capsaicine et/ou au probénécide.
Il existe une convergence partielle des informatiercitatrices provenant des fibres TRPV1
et TRPV2 dans 37,5% des neurones de la couch¥.ID¢ plus on trouve dans les couches
[lI-1V des interneurones qui traitent uniquemerst ilkformations provenant des fibres TRPV1
(13% des neurones) et d’autres celles provenanfilnles TRPV2 (25% des neurones). De
facon intéressante, tous les neurones de la cau€¢b@0%) ont présenté une augmentation de
la frequence des sCPSE en réponse a une applickicapsaicine et de probénécide. Ceci
suggere une convergence totale des informationtagnes activées par les stimulations des
fibores TRPV1 et TRPV2 dans la couche V. En ce guicerne les transmissions inhibitrices,
il nN’existe qu’une convergence partielle des infatimns provenant des fibres TRPV1 et des
fibores TRPV2 dans les couches IlI-IV (33% des neag) et la couche V (20% des neurones)

(figure 31).
2. Implications physiologiques

L’activation des terminaisons centrales des affégee TRPV1 par [linjection
intrathécale de capsaicine induit une hyperalgsemique et un abaissement des seuils

nociceptifs mécaniques. Par contre, seule une ébdissseuils nociceptifs mécaniques a été
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Figure 31. Voies TRPV1 et TRPV2, implication fonctionnelle.

Les neurones de la CDME qui reg¢oivent uniquement des informations provenant des
afférences TRPV1 sont impliqués dans la mise en place de I’hyperalgésie thermique au chaud.

Les neurones des couches III-IV et V qui recoivent des informations provenant des afférences
TRPV2 et TRPV1 sont impliqués dans la mise en place de I’hyperalgésie mécanique.



détectée suite a l'activation des terminaisonsratg TRPV2 par l'injection intrathécale de

probénécide. Ces effets comportementaux sont cisempidement aprés les injections
intrathécales des agonistes TRPV1 ou TRPV2 (< Tutes) et sont tout a fait comparables
aux effets rapides et persistants sur la transomssinaptique obtenus suite a I'application de
ces agonistes lors des expériences d’électroplogseosur tranche de ME. En rapprochant les
données comportementales de celles obtenues dgroplegsiologie, nous faisons I'hypothese

gue les neurones répondant uniquement a la capsgicurraient étre impliqués dans la mise
en place de I'hyperalgésie thermique, alors quenksones qui répondent a la fois a la
capsaicine et au probénécide ou uniqguement au mp¥olo seraient impliqués dans la mise
en place d’'une baisse des seuils mécaniques (f8f)re
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Conclusion générale

Nos résultats démontrent I'existence de commuiicatsynaptiques réciproques entre
la couche Il et les couches profondes IlI-V de tane dorsale. Ces interactions sont

impliquées dans le traitement de l'information egitive.

Nous avons pu identifier un réseau excitateur aghatergique polysynaptique
transférant de linformation depuis la couche lirsvdes couches llI-IV et V, suite a la
stimulation des afférences nociceptives TRPV1. @éanontre un transfert d’'information de

la couche Il vers les couches profondes (l1l-V)sstauforme d’'une excitation synaptique.

L’augmentation de I'excitation dans la corne dmrsaa également induire le
recrutement d’interneurones inhibiteurs GABAerggjet glycinergiques et permettre une
forte augmentation de fréquence des sCPSI danssttag couches (lI-V). Cette augmentation
de transmission inhibitrice nécessite un relai pyigae dans la couche V et un phénoméne de
désinhibition. L’augmentation de la transmissiohiliitrice dans les couche 1l et IlI-V est
donc liée a l'activité de la couche V. Cette augraeon dépend aussi de l'activation de

récepteurs nicotiniquesy.

Les neurones uniqguement activés par les afféerenR&3/1 semblent impliqués dans
la mise place des états d’hyperalgésie thermiquehaud. Les neurones qui sont a la fois
activés par les afférences exprimant TRPV1 ou TRRMRuniquement par les afférences
TRPV2, participent quant a eux a la mise en plaseedbaisse de la sensibilité nociceptive

meécanique.

L’ensemble de nos résultats devrait contribuen@ mneilleure compréhension de la
structure des réseaux d’interneurones spinaux qu@d dans le traitement de l'information
nociceptive et met en évidence I'importance deati@is synaptiques entre les différentes
couches de la corne dorsale lors de ce processismgdilleure connaissance de la structure
et du fonctionnement de ces réseaux permettra alabtétude des phénomeénes de plasticité

fonctionnelle s’opérant dans des situations dealoalinflammatoires ou neuropathiques.
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Tableau 8. Fréquence de base (Hz) des courants postsynaptiques.

Courants | Couches | Situation contrdle Carragénine Comparaison
CPSE II 1,27+ 1,09 (28) 0,6 +0,09 (5) NS
CPSE I-1v 3,03+2,61 (20) 1,0 £0,37 (9) ek
CPSI II 1,00 £ 1,51 (35) 0,5 £ (6) NS
CPSI I-1v 2,00+ 321 (29) 1,15+ (9) NS

Fréquence moyenne (+ écart-type, nombre de neurones enregistrés) des courants
synaptiques excitateurs (CPSE) et inhibiteurs (CPSI) spontanés, enregistrés dans les
couches IL III-IV et V de la corne dorsale de la moelle épiniére. (Comparaison, NS :
non significatif, ** = significatif (p = 0,001538).




Perspectives

Nos données indiquent I'existence de relationsagiiques fonctionnelles entre les
couches superficielles et profondes de la CDME Idts traitement de linformation
nociceptive provenant des APS exprimant TRPVL1. ihé&amations nociceptives provenant
des afférences TRPV1 et TRPV2 sont traitées damsadeaux distincts de neurones et dans
un réseau commun localisé dans les couches ItV e€e la CDME. Des changements
plastiques ou des modulations fonctionnelles d#iVaé synaptique au sein de ces réseaux de
neurones pourraient étre impliqués dans le déveloept des états douloureux aigus et

chroniques, dans les situations inflammatoireuet&uropathiques.

Changement de plasticité lors d'états douloureux

Pour savoir si de tels changements plastiques gm¢uavoir lieu lors de douleurs
inflammatoires aiglies nous avons enregistré lesSEC& sCPSI dans des neurones des
couches Il et lll-IV de la CDME dans des tranchagies de ME de rats ayant recu une
injection intraplantaire bilatérale d’un agent arfimatoire, la carragénine (voir Matériels et
Méthodes). Ce modéle de douleur inflammatoire périjgue se caractérise par la présence
d’'une hyperalgésie thermique et d'une allodynie anégue (Poisbeau et al., 2005). Un
allongement desp GABAergiques des neurones des couches Il et dashes IlI-IV, dO a
'action de neurostéroides synthétisés localemeaamisdla CDME, indique que [I'état
inflammatoire se répercute sur les propriétés ddrdasmission synaptique inhibitrice
GABAergique dans la CDME (Inquimbert et al., 200B)utre part, une perte d’efficacité de
l'inhibition glycinergique a été montrée dans ctegde douleurs inflammatoires sous I'effet
de production locale de prostaglandine E2 (Hartegt.e2004; Zeilhofer et Zeilhofer, 2008).
Par contre les conséquences de l'inflammation esirpropriétés des sCPSE ont été moins
etudiées. Nos resultats préliminaires indiquent temelance a un abaissement général des
fréquences des sCPSE et des sCPSI (Tableau 8)midé®n d’'un point de vue statistique,
seule la baisse de fréquence des sCPSE dans ldsesdli-1V est significative chez I'animal
présentant une douleur inflammatoire. Ces donn&édinpnaires indiquent que [I'état
inflammatoire se répercute également sur les prwi de la transmission synaptique
excitatrice dans la CDME. Si les propriétés desdmassions synaptiques changent lors
d’états de douleurs inflammatoires il est probahlél y ait des modifications du traitement

de I'information nociceptive provenant des fibord8PIV1 et TRPV2. Il serait donc intéressant
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de faire des expériences d’électrophysiologie simgt a celles réalisées chez I'animal sain
pour déterminer si les fractions de neurones d#éreintes couches qui répondent a la
capsaicine et au probénécide sont différentes diesc®btenues dans la situation
physiologique de base.

Nos résultats obtenus chez lI'animal sain montgenane forte augmentation de la
transmission inhibitrice dans les couches supeifes de la CDME est impliquée dans le
traitement de l'information nociceptive et dépendre autres de I'activation de récepteurs
nicotiniquesa7 de I'acétylcholine. Il serait intéressant de d#éteer le rble de ces récepteurs
dans les douleurs inflammatoires. Des études nbarogacologiques récentes montrent en
effet que, dans un modele de douleur inflammatpiephérique induite par l'injection
d’adjuvant complet de Freund (CFA), dans lequey i mise en place d'une allodynie
mécanique importante (Medhurst et al., 2008; Liwalgt2009), des injections intrathécales
d’agonistes des réeceptewr, provoquent une forte diminution de I'hyperalgésiécanique.

Il serait donc intéressant de caractériser lestsftee stimulations et de blocages des
récepteurs7 sur l'activité de ces réseaux activés par le gmébide chez I'animal ayant recu

une injection périphérique de CFA. Une attentiortipaliére sera portée aux réponses des
neurones de la couche Il car, dans la situatiorsiplogique de base, les neurones de la
couche Il ne recoivent pas d’'information proverded afférences TRPV2. Mais ces neurones
pourraient recevoir des informations a partir d’'woge activée par le probénécide dans la

situation de douleur inflammatoire.

Les modeles animaux de douleur neuropathique ctésisent par des allodynies
mécaniques importantes dépendantes de I'activdgdibres A (Kuner, 2010). Ces fibres se
projettent majoritairement dans les couches llid®/la CDME. Il a été mis en évidence que,
chez des animaux neuropathiques et chez des anim8ammatoires, des informations
véhiculées par les fibres non-nociceptives de Bpesont acheminées vers les neurones des
couches I-Il de la CDME, alors gqu’en situation pbisgiqgue de base ce n’est pas le cas
(Baba et al., 1999; Torsney et MacDermott, 20061080egger et al., 2008). Les fibre$ A
projettent vers les couches llI-1V tout comme lisefs exprimant des récepteurs TRPV2. De
plus l'activation des récepteurs TRPV2 induit ungdralgésie mécanique. Il serait donc
intéressant de tester si les neurones répondaningaaugmentation de fréquence de sCPSE a
l'application de probénécide recoivent également @atrées synaptiques a partir des

afférences B et si ces entrées sont modulables présynaptiqugraetes récepteurs TRPV2.
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Une activation sélective des fibre$ pourrait étre réalisée par des stimulations étpats de
faible intensité des racines dorsales restéeshagaca la tranche de ME. En effet, les fibres
ApB étant fortement myélinisées leur seuil d’activatist plus faible que celui des fibres ét
C. Elles seront donc les premieres et les seula®sfirecrutées par des intensités de

stimulation électrique faibles.

\

De maniere générale, la caractérisation de modééesdouleurs a court terme
(carragénine), et a long terme (CFA, neuropathie)mettra de mieux comprendre les
phénoménes de plasticité qui s’opérent au niveaudaux de la CDME et qui sous-tendent

le développement et le maintien de I'hyperalgéseerique et/ou de I'allodynie mécanique.
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