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INTRODUCTION

La douleur est définied’apres I’International Association for the Study of Pain
(IASP), comme « une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée a une lésion
tissulaire existante ou potentielle ou décrite en terme d’une telle 1ésion » Cette définition
exprime les différentes composantes de la perception ééxgeession de la douleur face a
une méme stimulation nociceptive. Les aspects psychologiques, culturels et sociaux de la
perception et de I’expression de la douleur rendent complexe I’évaluation de son impact a
I’échelle des populations. Cependant, d’un enjeu économique indéniable, la douleur fait

I’objet de plans de lutte et de nombreuses recherches.

La douleur peut étre un phénomeéne aigu ou devenir chronique. Les douleurs
chroniques sont habituellement classées en douleurs nociceptives ou inflammatoires, et
douleurs neuropathiquég/all, 1999) Les premiéres résultent d’une Iésion tissulaire associée
a une inflammation, les secondes sont initiées ou causées par une Ilésion ou un
dysfonctionnement du systéme nerveux. Plus récemment les douleurs chroniques d’origine
cancéreuse ont été différenciées des douleurs inflammatoires, car leurs mécanismes

moléculaires sont différen{dantyhet al, 2002)

Il existe néanmoins des stimulbciceptifs, capables d’endommager un tissu sain. Ils
sont détectés a la périphérie, au niveau des nocicepteurs, constitués des terminaisons libres de
fibres de petit calibre, myélinisées (Ad) ou non (C). Bien que les fibres my¢linisées de gros
calibre de type A ne répondent pas aux stimuli nociceptifs, elles sont nécessaires pour
percevoir normalement la douleur. En leur absence, toute douleur est ressentie indistinctement

comme une sensation cuisaf@Basbaum & Jessell, 2000)

Les terminaisons centrales de ces fibres aboutissent au niveau de la corne dorsale de la
moelle épiniére, ou son équivalent dans le tronc cérébral pour les fibres trigéminales. La corne
dorsale posséde une structure laminaire. Les cellules nerveuses qui répondent aux stimuli
nociceptifs sont principalement localisées au niveau des couches I, Il et V. Certains neurones
répondent de facon spécifique atinulations nociceptives, d’autres répondent également a
des stimulations indolores : on les appelle neurones a convergengdeodynamic range
(WDR). lls sont surtout localisés au niveau de la couckBagbaum & Jessell, 2000)

A partir de la corne dorsale de la moelle épiniére les messages nociceptifs sont
transmis vers le cortex cérébral, I’amygdale, ou I’hypothalamus, par I’intermédiaire de relais

situés dans le thalamus, la formation réticulée bulbaire, le noyau parabrachial ou le noyau du



faisceau solitaire. Toutes ces structures participent a 1’intégration des différents « visages » de

la douleur : sensori-discriminatif, moteur, végétatif, émotiofBasbaum & Jessell, 2000)

Il est cependant important de noter que la douleur ne résulte pas du transfert passif
d’une information nociceptive détectée a la périphérie et véhiculée jusqu’a d’éventuels centres
de la douleur, mais d’un traitement actif de l’information par les systémes nerveux
périphérique et central. Ainsi, a tous les niveaux, le message nociceptif est modulé, amplifié
ou inhibé en fonction de la situation physiologique, émotionnelle, cognitive du sujet et des
autres messages sensoriels qu’il recoit. Les mécanismes de controle du message douloureux
existent dés 1’étage segmentaire, comme par exemple le mécanisme du gate-control, ou

émanent de structures suprasegmentéiidzan, 2002)

Enfin, la sensibilité nociceptive peut évoluer de facon complexe dans le temps en
fonction de la durée ou de la répétition éventuelle de la stimulation. Cette évolution traduit la
mise en jeu de phénomeénes de sensibilisation, qui concernent le systeme nerveux périphérique
comme le systéme nerveux centiéoolf & Salter, 2000)lls peuvent conduire dans un délai

bref a des douleurs exagérées.
Progres et questions soulevées par la recherche sur la douleur

Au cours de ces derniéres années, des progrés remarquables ont été accomplis dans le
domaine de la recherche fondamentale sur la douleur, de I’échelon moléculaire a la maladie.
Rappelons brievement les faits les plus marquants. Au niveau des nocicepteurs, les
mécanismes de la transduction thermique ont été en partie élucidés grace aux approches de la
biologie moléculaire, le réle des canaux sodiques des fibres périphériques dans la douleur
chronique souligné, ainsi que celui de récepteurs ioniques (a I’ATP) et des facteurs
neurotrophiques(Levine, 1998) les systémes de second messagers impligués dans
I’inflammation ont été identifiés (Woolf & Salter, 2000) Au niveau du premier relais
sensoriel se produisent des phénomenes complexes de plasticité fonctionnelle, qui se
traduisent par une modification de 1’excitabilité des neurones nociceptifs de second ordre des
cornes dorsalegWoolf & Salter, 2000) Les mécanismes synaptiques de cette plasticité
(Woolf & Salter, 2000)les voies de signalisation intracellulaires impliqu@&solf & Salter,

2000) et le role des propriétés intrinséques des neurones post-synafipas & Salter,
2000)ont été en partie revélés. A tous les niveaux, les systemes de modulation exercent une
action fondamentale. Les études en imagerie cérébrale ont permis de dévoiler la complexité

des mécanismes suprasegmead dans le traitement de I’information douloureuséMillan,



2002) et I’importance des contrdles descendants exercés par le cerveau (Millan, 2002)
L’intérét de la recherche sur la douleur se porte également sur I’influence du terrain génétique
(Mogil et al, 2000) du milieu hormonalMarcus, 2002kt du sexéBerkleyet al, 2006)

Sur le plan de la recherche clinique, les avancées ont été moins nombreuses : elles
concernent en premier liellamélioration de la prise en charge des patients (prescription
d’antalgiques en fonction d’une échelle analgésique, utilisation de moyens non-
pharmacologiques). Mais un nombre relativement important de malades douloureux
chroniques demeurent insuffisamment soulagés, malgré 1’emploi optimal de traitements
antalgiques. Et il est peu probable que de nouvelles découvertes pharmacologiques dévoilent
I’existence d’une nouvelle molécule « magique (Besson, 1999)La deuxiéme avancée a
donc été de constater que le choix thérapeutique en matiére de douleur doit reposer sur
I’analyse précise des mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent le syndréme
douloureux. En effet, la principale cause des échecs tient aux difficultés a établir un
diagnostic précis des mécsamks a 1’origine de la douleur (Scholz & Woolf, 2002) Ainsi,
sont souvent pris en compte les seuls criteres étiologiques ou symptomatiques. Or une
pathologée peut donner lieu a différents symptomes par I’intermédiaire de différents
mécanismes et un méme symptéme douloureux peut dépendre de plusieurs mécanismes. Des
symptémes différents peuvent étre également sous-tendus par le méme mécanisme. Il est donc
nécasaire d’utiliser devant ces douleurs réfractaires des outils qui permettront le diagnostic
des mécanismes : analyse précise de la symptomatologie avec évaluation sensorielle
quantitative de toutes les modalités ; identification des tissus (cutané, musculaire ou viscéral)
en souffrance ; utilisation éventuelle de tests pharmacologiques comme outils diagnostiques.
Aucun modéle animal ne reproduit avec fidélité la pathologie humaine. Mais on peut supposer
gue quelques uns des mécanismes élémentaires observés sur les modeles animaux sont ¢
I’ceuvre quand un étre humain souffre. Malgré la complexité des données fondamentales,
toujours plus nombreuses, on peut donc espérer que des progres thérapeutiques suivront notre

meilleure compréhension des mécanismes de la douleur.

Les douleurs orofaciales
Parmi les douleurs aiglies ou chroniques les plus communément rencontrées, on

retrouve les douleurs dentaires et plus largement celles la sphere ceotanidlo89, des

études évaluaient que 12% des adultes américains interrogés avaient ressenti une douleur
dentaire dans les six mois précédents I’enquéte du National Health Interview SurvejLipton

et al, 1993; Carlsson & LeResche, 1995)



Alors que des progrés remarquables ont été effectués dans la compréhension des
mécanismes meédullaires de la douleur, les modes de contrdle et de transmission des
informations nociceptives dans les structures trigéminales du tronc cérébral restent a
découvrir. Les raisons d'étudier la physiologie de la nociception trigéminale sont donc
spécifiques, mais le systéme trigéminal représente aussi un modele intéressant pour I'étude de
la douleur en général. Plusieurs indices soulignent l'importance de la somesthésie orale et
péri-orale dans I'économie générale de l'individu. En effet, la densité des récepteurs est plus
grande au niveau des levres ou de la langue que partout ailleurs dans ([®obres, 1978)

De méme, l'étendue de la représentation thalamique ou corticale et les implications
comportementales et psychologiques de la sphére oro-faciale sont plus importantes que celles
des autres régions corporellésight et al, 1992; Sessle, 2000)De plus, certaines
particularités anatomiques et fonctionnelles distinguent les systemes trigéminal et spinal. Le
trjumeau posseéde par exemple des structures spécialisées, la pulpe dentaire, la cornée ou les
méninges, qui sont essentiellement innervées par des fibres fines myélinisées ou
amyéliniques. La stimulation de ces tissus permet donc de recruter un groupe homogéne de
fibres afférentes. La douleur est généralement considérée comme la seule sensation évoquée

par la stimulation de ces tissus.

I- Le complexe sensitif du trijumeau et ses afférences

La sensibilité somatique de la face et des cavités nasales et buccale est assurée pour
I'essentiel par les trois branches du nerf trijumedu (es branches ophtalmiquev{(),
maxillaire (V2) et mandibulaire \(3). La cavité buccale étant innervée dans sa moitié
supérieure par le nelf2 et dans sa moitié inférieure par le nerf V3. Le nerf V innerve
également les cavités nasales, les sinus frontaux et maxillaires et une partie des méninges
céphaliques. Quelques afférences somesthésiques générales des nerfs \Aagial (
glossopharyngieniX) et vague X) participent a l'innervation d'une petite région cutanée
centrée sur le pavillon de l'oreille et du fond de la cavité buccale. Les fibres nerveuses issues
de I'ensemble de ces régions cutanéo-muqueuses se projettent sur le complexe sensitif du
trjumeau (CST). Il constitue le premier relais du systeme nerveux central pour les
informations somesthésiques oro-facia&snoyau sensitif s’étend a travers le tronc cérébral,

des premiers segments cervicaux de la moelle jusqu’a la limite caudale du mésencéphale. Il a



été divisé en deux noyaux : rostralement, le noyau principal et caudalement, le noyau spinal
(figure 1) (Waite & Tracey, 1995)

1. Le noyau principal (Pr5)

Dans le plan transversal, le noyau principal est réniforme dans sa partie médiane, le
noyau moteur du trijumeadp5) s'inscrivant dans sa concavité. Il est bordé latéralement par
les racines ascendante et descendante du trijumeau. Caudalement, il forme une limite oblique
avec le sous-noyau oral. Il est généralement considéré comme I'homologue trigéminal des

noyaux cunéiforme et gracile.

Figure 1

Représentation du complexe sensitif du trijumeau (CST).

Les protoneurones afférents, dont le corps cellulaire est situé dans le ganglion de Gasser
(5Gn) dirigent leurs fibres vers le CST. Aprés avoir cheminé dans le tract (sp5), celles ci
rejoignent le noyau principal et les trois sous unités du noyau spinal : les sous-noyaux oral
(Sp50), interpolaire (Sp5I) et caudal (Sp5C). Les noyaux moteur (Mo5) et mésencéphalique
(Me5) du trijumeau sont représentés. D’aprés Waite & Tracey (1995).



2. Le noyau spinal

Il prolonge rostralement la corne dorsale de la moelle épiniere, traverse toute la
hauteur du bulbe et pénetre dans le tiers inférieur du Pont de Varole. |l fait suite caudalement
au noyau principal (figuré). Le noyau spinal a été subdivisé chez 'homme et le singe en
trois sous-noyaux: orabp50), interpolaire £p5)) et caudal $p5Q (Olszewski, 195Q)Cette
nomenclature a été reprise notamment chez l€rmavik, 1956) D’autres terminologies ont
été proposées pour décrire ce noyau chez le [paessen & Olszewski, 196@} le chat
(Eisenmanet al, 1963; Berman, 1968)a terminologie d'Olszewski pour le noyau spinal
sera préeféréeelle est d’une part plus commune et, de plus, elle individualise anatomiquement

des structures qui ont été distinguées physiologiqguement.

A. Le sous-noyau oral (Sp50)
Le Sp50 constitue la division la plus rostrale du noyau spinal du complexe sensitif du

trijumeau. Il s'étend a peu pres sur toute la hauteur du noyau moteur du facial.&irgeut
aisément distingué du Pr5 par la présence des faisceaux intranucléaidegplérindlesle

Gobel et PurvigGobel & Purvis, 1972yui s'étendent rostro-caudalement a travers lui. D'un
point de vue histologique, le Sp5&t d’une relative homogénéité dans la forme et
l'organisation des types cellulaires. Toutefois, si la majorité des neurones ont un périkaryon de
taille petite a moyenne (10-30m), il existe chez le rat des neurones de grande taille (>
30um), situés dans la partie ventrale et caudale du gpa&®s & Killackey, 1985; Fallst

al., 1985 Ide & Killackey, 1985) Le Sp50 se distingue des autres sous-noyaux par une plus
faible densité de neurones, et, de fagcon générale, I'augmentation de la densité neuronale et la

disparition des neurones de grande taille marquent caudalement la fin du Sp50.

B. Le sous-noyau interpolaire (Sp5l)
Grossierement semi-circulaire dans un plan frontal, il est bordé latéralement par la

racine descendante du trijumeau et médialement par la formation réticulée parvocellulaire.
L'extension rostrocaudale du Sp5I correspond environ a celle de I'olive inférieure.
Il est généralement décrit comme la structure la plus homogéne d{QISEWSsKI,
1950; Brodalet al, 1956; Berman, 196&8)ien qu'une étude anatomiq(éhelan & Falls,
1989) ait mis en évidence l'existence de six régions cytoarchitectoniquement différentes a

I'intérieur de ce noyau.
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C. Le sous-noyau caudal (Sp5C)
Il prolonge rostralement, sans interruption, la corne dorsale de la moelle. Sa limite

caudale se situe entre les segments cervicaux C2 et C3 de la moelle chez le rat.

Il présente une lamination en trois zones (figlire

- la zone marginalppars marginalis],la plus externe, est située au contact de la racine
descendante et prolonge la couche | de Rexed de la corne dorsale de I§Taoeke1956;
Darian-Smith, 1966; Kerr, 1970; Bates & Killackey, 1985)

- la substance gélatineufgars ou substantia gelatinosgjrolonge rostralement la
substance gélatineuse de Rolando. Elle est identifiée selon les auteurs, soit a la couche I, soit
aux couches Il et Ill de RexéHerr, 1970)

- la zone magnocellulaifpars magnocellularis, nucleus propriugprme le corps du
Sp5C. C'est une structure a peu prés homogéne bien qu'il semble que les neurones de la partie
profonde soient de plus grande taille et plus isolés. Elle correspondrait aux couches IV et V de
Rexed (Fukushima & Kerr, 1979) Ses limites médiales avec la formation réticulée

parvocellulaire sont indistinctes.

-15,00 mm
Figure 2
Lamination du Sp5C chez le rat.
Les couches |, II, -1V et V sont représentées a trois niveaux du Sp5C sur des coupes

frontales chez le rat. La distance de la coupe au Bregma est indiquée.

3. Les afférences trigéminales

Les deux racines, motrice et sensitive, du nerf trijumeau pénétrent dans le tronc
cérébral dans la partie moyenne du Pont de Varole : la racine motrice est médiale alors que la
racine sensitive, de plus grande taille, est latérale. Les corps cellulaires des afférences
primaires trigéminales sont localisés dans le ganglion de Gasser ou dans le noyau
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mésencéphaliqueVie5). La racine sensitive se dirige en direction du Pr5 et se sépare en une
racine ascendante (qui se rend au Pr5) et une racine descendante (appelée tractus spinal) qu
fusionne avec le faisceau de Lissauer au niveau du péle caudal du bulbe. Le tractus spinal
émet des collatérales médialement, en direction du noyau spinal (fjgure

Il existe une difféerence dans le mode de projection des afférences primaires au niveau
du CST selon la nature des tissus :

- les fibres musculaires de gros diametre (groupes | et Il) ont leurs corps cellulaires
situés dans le Me5 et se projettent principalement au Pr5, au Sp50 et ¢8tspé&hagaet
al., 1988; Capra & Wax, 1989; Dessem & Luo, 1999)

- les fibres musculaires (groupe IINishimori et al, 1986) ainsi que les fibres &
méningéegBove & Moskowitz, 1997pnt leurs corps cellulaires dans du ganglion de Gasser,
et se projettent majoritairement au niveau du Sp5C.

- les fibres cutanées pAde gros diametre ont leurs corps cellulaires situés dans le
ganglion de Gasser et se projettent sur I'ensemble dy&®ftlandet al, 1995)

- les fibres cutanéesdAont, elles aussi, leurs corps cellulaires dans le ganglion de
Gasser et se projettent sur les trois sous-noyaux du noyau(sfagakhi, 1982; Falls, 1988)

- les fibres afférentes amyéliniques, quelles que soient leurs origines, ont leurs corps
cellulaires dans le ganglion de Gasser, et se projettent principalement au niveau du Sp5C
(Windle, 1926; Crissmaat al, 1996; Kobayashi & Matsumura, 199&ependant, les fibres
cutanées se projettent essentiellement au niveau de la couche I, alors que les fibres nerveuses
des tissus profonds se projettent au niveau des couches(Nesh¥moriet al, 1986; Capra,

1987; Strassmaet al, 1994; Bursteiret al, 1998)

Il -La nociception trigéminale

1. Implication du Sp5C

Les premiéres données concernant la nociception trigéminale ont été fournies par la
clinique neurologique et neurochirurgicale. En 1923, Margaret E. Gerard tébegi39 cas
cliniques victimes d’une occlusion de I’artére cérébelleuse postéro-inférieure, une forte
diminution ou une abolition de la sensibilité thermique et douloureuse sur tout le territoire
d’innervation trigéminale du coté atteint par 1’ischémie alors que la sensibilité tactile était
préservée. L’examen post mortem effectué sur 12 des 39 cas révéla une destruction du Sp5C

avec préservation du P(&erard, 1923)L’extension caudale de la lésion est également bien
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marquée par les troubles consécutifs a la lésion des noyaux moteurs des nerfs craniens:
troubles de la position de la téte, paralysie des muscles du pharynx, du larynx et de la langue
qui traduisent I’atteinte des noyaux moteurs des IX, X, XII*™nerfs craniens. Ces déficits
contrastent avec le respect des fonctions assurées par les muscles masticateurs; le noyau
moteur du trijumeau qui les commande étant situé au niveau du noyau principal.

Ces observations, retrouvées dans des pathologies comme la sclérose en plague ou la
syringomyélie(Smyth, 1939) ont appuyé la théorie selon laquelle le Sp5C est essentiel pour
les sensations thermiques et algiques et le Pr5 pour les sensations (8ptiles 1915;
Winkler, 1915)

La désafférentation du Sp5C par section ou coagulation du tractus spinal du trijumeau
(tractotomie) entraine a elle seule une thermo-analgésie de la face tout en préaervant
sensibilité tactilgSjoqvist, 1938) Ce fait expérimental, confirmé a de nombreuses reprises, a
permis d’imputer au seul Sp5C la responsabilité de la sensibilité thermoalgique de la face,
préalablement attribuée a I’ensemble du noyau spinal. Ainsi chez I’homme, I’observation de
lésions pathologiques et chirurgicales montre que le respect du Pr5 suffit a préserver
I’essentiel de la sensibilité tactile de la face, et que le Sp5C est indispensable a 1’existence de
sensations douloureuses d’origine faciale.

Des enregistrements électrophysiologiques du SpbgEvélé I’existence de neurones
répondant a la stimulation nociceptive de la sphére oro-faciale (dents, méninges, cornée et
revétement cutanéo-muqueux oro-facighez le cha{Nord, 1976; Dickensort al, 1981,
Azeradet al, 1982; Amancet al, 1986; Sesslet al, 1986) le rat(Dickensonet al, 1981;

Meng et al, 1997; Bursteiret al, 1998)et le singe(Gordonet al, 1961; Priceet al, 1976;
Hoffmanet al, 1981; Bushnelkt al, 1984, Carstenst al, 1998)

Les données neuro-anatomiques indiquent que beaucoup de ces neurones projettent
directement sur des structures impliquées dans la nociception, comme le thalamtsl,
1981, Liet al, 1999a) ou l'aire parabrachial&lugg & Light, 1994; Wangt al, 1994, Fell
& Herbert, 1995; Alleret al, 1996)

Pour ces différentes raisons, le Sp5C a été considéré comme la prolongation rostrale
de la corne dorsale de la moe{@obelet al, 1981; Hoffmaret al, 1981; Huet al, 1981)
Ainsi, I’organisation anatomo-fonctionnelle du Sp5C apparaissait comme analogue a celle de
la corne dorsale de la moelle ce qui renforgait 1I’hypothese élaborée a partir des résultats

obtenus chez ’homme.
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2. Implication du Sp50

A. Les données cliniques et expérimentales
Certaines observations réalisées chez I'nomme et I'animal suggerent que la partie

rostrale du CST est également impliquée dans les mécanismes de la douleur trigéminale. Lors
d’anciennes études cliniques, la cavité bucale semblait échapper souvent a 1’analgésie
produite par la tractotomi@Grantet al, 1940; Weinberger & Grant, 1943Hambyet al,

1948; Grant, 1955; McKenzie, 1955Ces observations étaient également retrouvées en
expérimentation animale. En effetprés tractotomie au niveau de 1’obex, les réponses
réflexes ou comportementales induites par des stimulations nociceptives déh@iasi &
Kawamura, 1979; Younegt al, 1981; Dallelet al, 1989; Dallelet al, 1990) buccales ou
péribuccales étaient toujours observ€€sung & Perryman, 1984; Broton & Rosenfeld,
1985; Young & Perryman, 1986)

Inversement, deux cas de patients présentant des Iésions pontiques impliquant le Sp50
et le Sp5I ont présenté une diminution marquée des sensations douloureuses et thermiques
ipsilatérales intraorales avec préservation plus ou moins compléete des sensations faciales
(Grahamet al, 1988) Chez I’animal, la destruction de la partie rostrale du complexe sensitif
trigéminal, sans lésion de la racine descendante du trijumeau, provoque une élévation
significative des seuils des réactions d’évitement en réponse a la stimulation ¢électrique de la
pulpe dentaire et dans une moindre mesure a la stimulation mécanique et électrique du
revétement cutané faci@foung & Perryman, 1984) a destruction du Pr5 et du Sp50 irtdui
une analgésie irréversible de la partie rostrale de |afzmeny-Brown & Yanagisawa, 197.3)

Enfin, Rosenfeld et ses collaborateurs ont montré que la coagulation du Pr5 et du Sp50
(Rosenfeldet al., 1978) ou la section des voies efféerentes au $Bb@on & Rosenfeld,

1985; Broton & Rosenfeld, 1986Yéduisent de fagon significative les réponses
comportementales induites par des stimulations nociceptives thermiques des régions
périorales.

Enfin, des neurones répondant a une stimulation nociceptive de la pulpe dentaire
(Greenwood, 1973; Campbei al, 1984; Hu & Sessle, 1984des régions cutanées buccales
et péribuccalegEisenmanet al, 1963; Sessle & Greenwood, 1976; Azertdal, 1982;

Young & Perryman, 1986pnt été enregistrés dans le Spd&@nimaux anesthésiés ou apres
tractotomie. Ces observations ont été récemment confortées par une série d'études

électrophysiologiques et pharmacologiques réalisées dans notre laboratoire montrant la
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présence dans le Sp50 de nombreux neurones nociceptifs activés par la stimulation des tissus
cutanés et muqueux de la région orofaciale (voir ci-dessous).

Ces différents résultats cliniques, comportementaux et électrophysiologiques
suggerent que la transmission des messages nociceptifs provenant des régions orales et
périorales pourrait étre assurée par des neurones localisés dans la partie rostrale du noyau
spinal et remettent donc en cause I’exclusivité du réle du Sp5C dans les voies de la

nociception trigéminale.

B. Les fibres afférentes primaires du Sp50
Comme nous I’avons indiqué précédemment, les neurones du Sp50 sont directement

innervés par des fibseutanées myélinisées du typ@ fCapra & Dessem, 1992; Shortlagid

al., 1995)et A5 (Hayashi, 1982; Falls, 1988; Lapaal, 1996) mais également par des fibres
myeélinisées musculaires des groupes | éCHpra & Wax, 1989; Dessem & Luo, 1998

Sp50 recoit la plus grande partie des afférences pulpaires essentiellement composées de
fibres myélinisées fines de typedAcomme cela a été montré chez le dfawidsson &

Gobel, 1981)puis le rat(Marfurt & Turner, 1984) En revanche, le Sp50 ne semble recevoir
que peu ou pas de projection directe de fibregYGung & King, 1973; Falls, 1988;
Ambalavanar & Morris, 1992; Crissmaat al, 1996; Kobayashi & Matsumura, 199@)es

fibres afférentes amyéliniques C sont principalement divisées en deux contingents selon leur
nature neurochimique : les premiéeres, peptidergiques, contiennent des peptides comme la
substance P ou lealcitonin gene related peptid(CGRP (Sugimotoet al., 1997b) les
secondes, non peptidergiques, expriment un marqueiluptide resistant acid phosphatase
(FRAP), et sont également capables de se lier a une lectine, 1’isolectine B4 (Sugimotoet al,

1997a) Cependant, ces groupes, établis sur des criteres neurochimiques, utilisent tres
probablement le glutamate comme neurotransmetteur principal et n’ont pas permis de mettre

en évidence deux classes fonctionnelles de nocicepfdulisis & Basbaum, 2001)a
présence de ces fibraseté rapportée essentiellement dans la partie dorsomédiane du Sp50 et
latéralement a proximité du tractus spiffaligimotoet al, 1997a; Sugimotet al, 1997b) Il

faut toutefois signaler qu'une origine purement trigéminale de ces marquages n'est pas
certaine car il a été montré que les nerfs craniengWhiitehead & Frank, 1983; Hamilton &
Norgren, 1984; Takemurat al, 1998) IX et X (Altschuler et al, 1989) envoient des
projections dans la région dorsale du Sp50. En oldrehizotomie trigéminale reduit
partiellement I'expression de la substancéSkgimotoet al, 1997b) Il faut noter que le

marquage situé dans la partie dorsomédiale du Sp50, coincide avec la localisation des
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terminaisons des afférences pulpaifsirfurt & Turner, 1984; Takemuret al, 1991) Les
données anatomiques et électrophysiologiques ont préalablement démontré que les fibres
pulpaires sont majoritairement des fibres myélinisées de tygpéDikensonet al, 1981;
Jiffry, 1981; Engstrandt al, 1983)

En revanche, de nombreux travaux ont montré la présence dans la partie dorsale du
Sp50 d'un fort contingent de terminaisons a CGRfitsch & Jacobowitz, 1985; Kruget
al., 1988; Tashireet al, 1991; Sugimotet al, 1997a) Ce marquage était fortement atténué
aprés rhizotomie, confirmant l'origine trigéminale de ces fibres. Cependant, les résultats de
ces études ne permettent pas de connaitre exactement le type de fibres, car les données
immuno-histochimigues ont montré que les fibréseA C expriment le CGRR.evineet al,
1993) La aussi, la localisation des fibres a CGRP correspond au site de projection des fibres

afférentes pulpaires.

C. Caracteéristiques des neurones du Sp50
Les données anatomiques ont montré que le Sp50 recoit des afférences provenant

principalement des tissus situés dans et autour de la cavité buccale, notamment des dents, du
parodonte, de la langue, du palais, de la face interne des joues, des lévres inférieure et
supérieure, des vibrisses et des régions périnasales. Des afférences issues des tissus profond
tels que le massétéhppentenget al, 1985; Shigenaget al, 1988; Arvidsson & Raappana,

1989; Capra & Wax, 1989; Dessem & Luo, 1998k muscles extraoculairéalvarado-

Mallart et al, 1975; Durancket al, 1983) et de l'articulation temporo-mandibulaif@apra,
1987)ont été également décrites.

L'étude des réponses des neurones du Sp50 a des stimuli de différents types de leurs
champs récepteurs, ont permis d'étudier leurs caractéris{Myladis& Taub, 1962; Eisenman
et al, 1963; Khayyaet al, 1975; Sessle & Greenwood, 1976; Azeeadhl, 1982; Cadden,

1982; Hu & Sessle, 1984; Young & Perryman, 198Blus récemment, dans une série
d'études électrophysiologiques réalisée dans notre laboratoire, les propriétés
électrophysiologiques de ces neurones ont été pré@sgasur la premiéere fois, I'existence

de neurones nociceptifs dans le Sp50 du rat a été m@béel et al, 1990; Raboissort

al., 1991; Huet al, 1992; Raboissoet al, 1995)

Ces études montrent une organisation somatotopique dans le Sp50 : les afférences
issues du territoire cutané du V3 se termineraient préférentiellement dans la partie dorsale du
Sp50, celles dw2 en position plus ventrale et enfin les quelques neurones a champ
ophtalmique (V1) ont été localisés dans la partie la plus ventrale du noyau. La proportion des
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neurones a champ innervé par le V3 est de 32%, par le V2 68% et par le V1 6%. Cette
organisation confirme les résultats d’un grand nombre d’études anatomiques (Torvik, 1956;

Kerr, 1963; Marfurt, 1981; Jacquiet al, 1983; Nishimoriet al, 1986; Falls, 1988kt
physiologiquegWall & Taub, 1962; Eisenmaet al, 1963; Khayyatt al, 1975; Sessle &
Greenwood, 1976; Azeradt al, 1982; Cadden, 1982; Hu & Sessle, 1984; Young &
Perryman, 1986)Une distribution similaire appataigalement si I’on prend en considération,

non pas la branche d’innervation mais la localisation du champ (intra-orale, peri-orale et
faciale). Les neurones répondant a la stimulation des régions intra-orale apparaissent alors en
position essentiellement dorsale, ceux des parties les plus périphériques de la face en position
la plus ventrale, et ceux des régions peéiles en position intermédiaire. L’analyse de la
répartition topographique des champs récepteurs a révelé un point essentiel : environ 90%
d’entre eux (toutes catégories de neurones confondues), étaient strictement localisés a
I’intérieur des régions dites intra-orales et péri-orales, contre 4% au maximum dans la région
faciale. Des neurones repondant a la stimulation des muscles masti¢Atmres et al,

1982; Capra & Dessem, 1998) des muscles extraoculair@danni et al, 1971; Alvarado-

Mallart et al, 1975; Duranckt al, 1983)ont été également enregistrés dans le Sp50.

Trois types de neurones ont été identifiés dans le Sp50 en fonction de leurs réponses a
la stimulation mécanique de leur champ récepteur: neurones non-nociceptifs, neurones
nociceptifs spécifigues\(S) et neurones nociceptifs non spécifiques ou WDR. Les neurones
nociceptifs représentaient environ 17% de I'échant{lizalel et al, 1990) La majorité des
neurones nociceptifs du Sp3@ présentent pas d’activité spontanée en I'absence de stimulus.

Les neurones nociceptifs du Sp50 répondent aux stimulations nociceptives mécaniques,
thermiques et chimiqud®allel et al, 1990; Raboissoat al, 1991; Raboissoat al, 1995)
L’application de stimulations électriques percutanées a montré que ces neurones répondent
lors de la mise en jeu des fibres myélinisées de type A, puis, pour des intensités de stimulation
plus fortes, a celle des fibres amyéliniques C (figawg. De plus, ils codent de facon
remarquable l'intensité desimulations appliquées sur leur champ récepteur qu’elles soient

non nociceptive ou nociceptive (figudd) (Dallel et al, 1999) L’augmentation de pression
artérielle moyenne est eli@éme fonction de I’intensité de la stimulation.

Comme au niveau de la moelle, les réponses neuronales du Sp50 peuvent étre
modulées par différentes manipulations physiologiques et pharmacologiques. En effet, les
réponses des neurones du Sp50 sont facilitées par 1’administration d’une substance irritante

(’huile de moutarde) dans le masséter (Hu et al, 1992) par une inflammation pulpaire
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(Tornecket al, 1996)ou par l'application de stimulations électriques répétitifRzsadaet
al., 1997; Dallelet al, 1999)
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Figure 3

Réponse d’un neurone WDR du Sp50 a des stimulations mécaniquesd’intensité croissante de

son champ récepteur.

A. Exemple individuel montrant les réponses cumulées de 30 stimulations électriques (durée
2msec; fréquence : 0,66Hz ; intensitéx seuil de réponse C) enregistrées a partir d’un

neurone WDR isolé.

B. Réponsesd’un neurone WDR a des stimulations mécaniques d’intensité croissante
appliguées au niveau de son champ récepteur cutané. Variations simultanées de la pression
artérielle (en vert) et de la fréquence cardiaque (en rouge).
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Les études réalisées chez I'animal ont montré que les lésions nerveuses périphériques
induisaient des modifications histologiques et électrophysiologiques au niveau du Sp50. Sur
le plan histologique, des signes de dégénérescence des terminaisons des afférences primaires
ont été mis en éviden¢8ugimotoet al, 1999) Sur le plan fonctionnel, des signes évoquant
une modification de I'excitabilité des neurones du Sp50, notamment une expansion de la taille
des champs récepteurs, ont été rapportés. Ces phénomenes ont été observés a la suite d'un
désafférentation pulpair@gHu et al, 1986; Kwanet al, 1993; Huet al, 1999)ou aprésun
traitement neonatal avec de la capsaiitwean et al, 1996)

A T’opposé, les réponses des neurones du Sp50 sont inhibées par 1’application d’une
stimulation hétérotopique (figurd), c’est a dire une seconde stimulation nociceptive
appliguée en un point quelconque du corps mais différent de leur champ ré¢eptliet
al., 1990; Raboissost al, 1995; Dallelet al, 1999) Ces neurones sont donc sensibles a la
mise en jeu des contrbles inhibiteurs diffus nociceptifs (CI@&)Barset al, 1979)

Enfin, la morphine injectée par voie systémique déprime de facon dose-dépendante et
naloxone-réversible les réponses de ces neurones a la stimulation des {ibedel@t al.,

1996; Dallelet al, 1998)

Dans le domaine de la nociception, Hunt a proposé l'utilisation de I'expression de la
protéine Fos comme oultil pour I'étude de la nocicedtiamt et al, 1987) Il a montré que
les neurones Fos-immunoréactifs, aprés stimulation nociceptive, sont préférentiellement
localisés au niveau des couches I-ll et V de la moelle, régions qui contiennent effectivement
des neurones répondant exclusivement ou non a des stimulations nocicdssm &
Chaouch, 1987; Willis & Coggeshall, 1991VUne proportion de ces neurones Fos-
immunoréactifs se projette sur le thalaniienetreyet al, 1989)et le noyau parabrachial
(Jasminet al, 1994) structures suprasegmentaires relais de I’information nociceptive. Enfin,
la morphine réduit de facon dose-dépendante et réversible sous naloxone l'expression de la
protéine Fos induite par différentes stimulations nocicep{bbadie & Besson, 1993)

Des résultats trés similaires ont été obtenus au niveau du Sp5C a la suite de diverses
stimulations nociceptives : chimiques, électriques, chirurgicales et physiologiques de
différents types de tissus (pulpe dentaire, peau, muscle, articulation temporo-mandibulaire ou
meéninges)Strassman & Vos, 1993; Carstaztsal, 1995) Une proportion de ces neurones se
projette sur le thalamud.i & Mizuno, 1997)ou le noyau parabrachi@Vanget al, 1994;

Allen et al, 1996; Li & Mizuno, 1997)
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Exemple de I’effet inhibiteur d’une stimulation nociceptive thermique (48°C) d’une patte
postérieure sur la réponse d’un neurone WDR du Sp50, accompagné d’une augmentation
transitoire de la pression artérielle moyenne.
Application d’un train de 105 stimulations électriques de 2msec répétées a 0,66Hz pour une
intensité de stimulation de 2 fois le seuil de réponse des fibres C au niveau du champ
récepteur d’un neurone WDR du Sp50. De 1a 35°™°a la 66™° stimulation électrique, une patte
postérieure du rat est plongée dans une solution aqueuse a 48°C.

Des neurones Fos immunoréactifs ont été aussi notés au niveau dgA8pb@t al,
1996; Oakden & Boissonade, 1998; Sugimet@l, 1998; Takemurat al, 2000) Toutefois
il est intéressant de noter que seule la stimulation électrique ou chimique de la pulpe dentaire
était capable d'induire cette expressiSirassman & Vos, 1993; Carstegtsal, 1995; Allen
et al, 1996) Ces études ont, par ailleurs, révélé que l'expression de Fos n'intéresse que les
neurones localisés au niveau de la partie dorsale du Sp50. Une partie de ces neurones se

projettent sur le noyau parabrachiallen et al, 1996)
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D. Efférences du Sp50
Le Sp50 envoie des projections ascendantes et descendantes vers de nombreuses

structures cérébrales telles que les noyaux moteurs du trijuifieasers & Norgren, 1983)
du facial(Erzurumlu & Killackey, 1979)l'aire antérieure prétectal€oshidaet al, 1992) le
colliculus supérieur(Killackey & Erzurumlu, 1981)et la corne ventrale de la moelle
cervicale(Dallel et al, 1994) Ces projections mises en évidence chez le rat suggérent une
implication du Sp50 dans de nombreuses fonctions motrices telles que la mastication,
I'expression faciale ou l'orientation de la téte.

Des projections vers des régions du cerveau impliquées dans la nociception ont été
également rapportées. Ainsi, le Sp50 envoie des projections vers le thémmOkazeron
et al, 2004 ;Guyet al, 2005) I'hypothalamus(Malick & Burstein, 1998)et l'aire
parabrachialéFeil & Herbert, 1995; Dallett al, 2004)

Tous ces résultats montrent que la transmission des messages nociceptifs provenant
des régions orales et périorales peut étre assurée par des neurones localisés dantle Sp50,
réle du Sp5Gr’étant plus exclusif dans les voies de la nociception trigéminale.

E. Connexions intratrigéminales
Les études anatomiques ont démontré l'existence de connexions intranucléaires

ascendantes et descendantes entre les différents noyaux du CST cheZHeugkatt al,

1977; Nasution & Shigenaga, 19819 singe(Tiwari & King, 1974; Ganchrow, 1978t le

rat (Gobel & Purvis, 1972; Krugeet al, 1977; Silverman & Kruger, 1985; Jacqueh al,

1990; Esseet al, 1998) Recemment, les connexions intratrigéminalas été révélées a

I’aide d’un traceur rétrograde (Voisin et al, 2002) Ainsi les corps cellulaires des neurones
marqués de facon rétrograde depuis le Sp50 sont localisés principalement au sein des couches
-1V et V du Sp5C et de fagon moindre dans la couche I. Les connexions intratrigéminales
conservent 1’organisation somatotopique des afférences primaires. La signification exacte de

ces connexions n'est pas connue mais certains travaux électrophysiologiques suggerent

I'existence de mécanismes de contrdle réciproque entre ces structures.

Les données électrophysiologiques indiquent que le Sp5C influence considérablement
l'activité des cellules de la partie rostrale du complexe. Ce fait a été démontré par
l'observation des effets de la manipulation du Sp5C sur les activités unitaires ou sur
I'excitabilité des afférences primaires du Sp50 et du Pr5. Il a été montré que le blodage pa
froid du Sp5C ou la tractotomie effectuée au niveau de I'obex inhibe les réponses de 90% des

cellules de la partie rostrale du complexe et reduit I'étendue du champ périphérique de ces
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neuronegrevue Sessle, 2000; Sessle & Greenwood, 1975; Sessle & Greenwood,LE376)
données suggeérent un effet facilitateur du Sp5C sur le Sp50. Une facilitation des cellules de
la partie rostrale du complexe a été obtenue par injection de strychnine dans (KlSpb@t

et al, 1975) Cette action excitatrice du Sp5C sur le Sp50 est parfaitement démontrée pour
les cellules activées par des stimulations mécaniques légeres appliquées a la périphérie. Plus
récemment, il a été établi que 1’activation des neurones WDR du Sp50 par les fibres
nociceptives C se fait par ’intermédiaire du Sp5C, qui seul recoit des projections directes

d’afférences cutanées non myélinisées (Dallel et al, 1998)

lll- Le CST, un modele d’étude des mécanismes segmentaires
d’intégration de ’'information nociceptive
Les propriétés des neurones WDR du Sp50 sont trés similaires a celles des neurones

de la couche V de la corne dorsale de la moelle épifikel et al, 1999) Sp50 et couche
V présentent également d’autres points communs, tant anatomiques: absence de récepteurs
opioides, présence d’un trés faible nombre de terminaisons de fibres C, que fonctionnels (cf
Dallel et al, 1998, 1999)Alors que la morphine n’a pas d’effet direct sur les réponses des
neurones du Sp5@allel et al, 1998)ou de ceux de la couche V lors de la stimulation des
fibres C, elle inhibe ces mémes réponses lorsqu’elle est injectée dans les couches
superficielles correspondantes du Sp5C ou de la corne dorsale de la (Dadéeet al,
1998) En accord avec ces données, la Iésion du p&€ariniet al, 1998; Pajott al,
2000) inhibe de facon préférentielle les réponses comportementales toniques dues a
I'activation des fibres C, sans modifier les réponses phasiques sous-tendues par la mise en jeu
des fibres A. L’ensemble de ces résultats suggeére que, comme au niveau spinal,
I’information dépendant de la mise en jeu des fibres nociceptives de type C parvient aux
neurones WDR trigéminaux de facon polysynaptique, aprés relais au niveau des couches
superficielles. Cette hypothése a été validée sur le plan anatomique en montrant que les
neurones qui assurent les connexions entre Sp5C et Sp50, et qui répondent aux stimulations
nociceptives sont localisés dans les couches superficielles du Sp5C, ou se terminent les fibres
trigéminales de type .&En résumé, 1’activation des neurones WDR du Sp50 par les fibres C
se fait de fagon indirecte, par I’intermédiaire du Sp5C(Dallel et al,, 2003)

Un tel systeme reproduit de fagon verticale I’organisation horizontale de la corne
dorsale de la moelle épiniere, ou les fibres C se terminent dans les couches superficielles a

partir desquelles le relais vers la couche V est assuré par des interneurones. A la différence de
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la moelle toutefois, ou couches superficielles et couche V sont trés proches, le Sp50 est
séparé d'au moins 3mm (chez le rat) des couches superficielles du sous-noyau caudal. Cette
situation offre des perspectives tres intéressantes sur le plan expérimental. Elle permet en effet
de moduler le transfert de 1’information nociceptive au niveau du relais des couches
superficielles, sans agir directement sur les neurones WDR, une tache difficilement réalisable
au niveau de la moelle en raison de la proximité des couches. Le systéme trigéminal constitue
donc un modéle d’étude qui devrait permettre de mieux comprendre les meécanismes

segmentaires d’intégration de 1I’information nociceptive.

V- Le wind-up
1. Définition
Le wind-up est une augmentation progressive, fréquence dépendante, de la réponse
d’un neurone lors de lapplication répétitive de stimuli nociceptifs identiques sur un méme
territoire. Ce phénomeéne a été décrit pour la premiére fois par Lorne Mévideliell &
Wall, 1965)lors d’enregistrements extracellulaires de neurones de la corne dorsale de moelle
chez le chat. Il a été proposé que le wind-up pourrait étre le mécanisme sous-tendant le

phénomeéne de sommation temporéReceet al, 1977)
2. Enregistrement du windup chez I’animal

A. Enregistrements extracellulaires in vivo

Les travaux de Mende{Mendell & Wall, 1965)ont mis en évidence que le wind-up
requiertl’activation des fibres amyéliniques de type C, pour des fréequences de stimulation
supérieures ou egales a B3 Ces constatations sont confirreélers d’enregistrements
extracellulaires de neurones de la corne dorsale chez le(®#agenan & Price, 1969; Chung
et al, 1979) Chez le rat anesthésié, le wind-up concerne plus particulierement les neurones
WDR des couches profondes de la corne dof&idbouenborg & Sjolund, 1983pe plus, il
a été mis en évidence la présedam plateau obtenu aprés la 16°™ stimulation, voire méme
une diminution du nombre d®tentiels d’action au dela. Dans toutes les études, le wind-up
est obtenu pour des stimulations cutanées ou de nerfs mixtes somatiques mais pas pour la

stimulation des viscérdglarcon & Cervero, 1990)
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B. Enregistrements intracellulaires
Au coursd’enregistrements intracellulaires de neurones spinaux, une augmentation

progressive du potentiel postsynaptique excitateur a été observée lors de stimulations
répétitives des afférences primaires nociceptives non myéliriiBéeset al, 1971).D’autres

études ont porté sur le wind-up des réponses des neurones de la couche V de la moelle
lombaire de rat au cours de stimulations du nerf sciafigioolf & King, 1987)avec mise en
évidence d’une augmentation de taille et de durée des potentiels post synaptiques des fibres C
Cependant, lors du wind-up des réponses des neurones WDR spinothalamiques dans la moelle
lombo-sacrée de singe, la dépolarisatiomwative n’est pas systématiquement observée

(Zhanget al, 1991)

C. Potentiels de champs
La stimulation des afférences C nociceptives produit un potentiel de champs au niveau

de la corne dorsale.

Cependant, Liu et Sandkuher ne montrent pas de wind-up au niveau de ces potentiels
de champgLiu & Sandkihler, 1997gnlors que(Schouenborg, 1984jécrit un wind-up du
potentiel de champs dans les couches Il et pas dans les couches V. Ce dernier résultat est er
désaccord avec les données obtenues par des enregistrements extracellulaires unitaires, qui

montrent que le wind-up est exprimé essentiellement par les neurones des couches profondes.

D. Réflexes spinaux
Une facilitation du refexe aux fibres C a étstatée lors de 1’application répétitive

de stimulations nociceptives a une fréquence supérieure ou égale a(PrRidz 1972)La
potentialisation a des stimulations répétées est exclusivement observée sur la réponse tardive
du réflexe (supposée étre conduite par les fibres C) et a les caractéristiques du wind-up
(Schouenborg & Sj6lund, 1983l est a noter que le wind-up est observé pour les réflexes
somato-somatiques (stimulations de la peau ou des muscles) et pas pour les réflexes viscéro-

somatiques (stimulations des afférences viscérales du nerf splanctibajreegt al, 1995)

E. Enregistrements in vitro
Les études menées sur des tranches de corne dorsale lombo-sacrée ont montré que

I’application de stimuli (répétés entre 0,1 a 2Hz) de forte intensité des afférences primaires
(stimulation des fibres C) déclenche une facilitation (wind-up) des réponses des neurones de
la corne dorde (Jeftinija & Urban, 1994t ventrale, incluant les motoneurorf@ompson

et al, 1990; Baranauskas al, 1995; Baranauskas & Nistri, 199®)e plus, cette approche a

permis de montrer une population de neurones de la moelle exprimant une dépolarisation
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cumulative progressive qui se manifeste par des potentiels postsynaptiques excitateurs
subliminaires [EPSPs], autrement dit, qui présente un wind-up subliminaire: aucune
transmission du signal ne se produit alorsusScertaines conditions d’excitabilité, ces

dépolarisations cumulatives pourraient cependant engendrer un wind-up.

Plus récemment, il est apparu que des propriétés électriques membranaires propres aux
neurones secondaires de la corne dorsale étaient également impliquées dans cette
sensibilisation. Ces neurones peuvent notamment produire des dépolarisations prolongées
(potentiels de plateau), un mécanisme endogene d’amplification qui contrdle les patrons de
décharge des neurones, influence leur capacité a intégrer les messages nociceptifsrt intervie
dans un phénoméne de sensibilisation activité-dépendante, le « win@Agpisset & Nagy,

1998; Morisset & Nagy, 2000 es propriétés endogenes sont vraisemblablement soumises a

un contrdle tonique inhibiteur permanéxbisin & Nagy, 2001)

Sur la préparation de tranche de moelle épiniére, il a été démontré que l'exgtession
propriétés de plateau était une composante critique du wind-up opérant en aval des
mécanismes synaptiqu@dorisset & Nagy, 2000)

3. Le wind-up et le CST

Nousdisposons de peu d’information concernant le wind-up des neurones nociceptifs
trigéminaux. Ce phénomene a été décrit au niveau des neurones WDR du Sp5C aprés
stimulation cutané€Hu, 1990; Boltonet al, 2005) et de la pulpe dentaifgiambaet al,
1992)ainsi qu’au niveau du Sp50 apreés stimulation cutanée nociceptive (Dallel et al, 1990;

Dallel et al, 1999) La stimulation des fibres nocicepiymeéningées ®st pas capable de
déclencher le phénomeéne de wind-up au niveau des neurones WDR d(BSjibg et al,
2005)

4. La signification du wind-up

Le phénomene de wind-up a été décrit initialement en termes de réponses neuronales a
une stimulation électrique répétdear la suite, il a été montré que des stimuli répétitifs
thermiquegqPriceet al, 1977) électriquegLundberget al, 1992)ou mécaniqueéViagerlet
al., 1998)produisent chez ’homme une sommation temporelle de la sensation douloureuse
tres similaire au wind-up. Dés lors, il semblait possible de rechercher une fonction

physiologique a ce phénomene et de proposer des hypotheses sur sa signification.
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A. Le wind-up comme mécanisme d’amplification
Chez le volontaire sain, une étude en psychophysique a été menée en évaluant la

douleur résultant de 5 stimuli mécaniques nocicegtifistensité constante appliqués sur le
dos de la mainKoltzenburg & Handwerker, 1994) ’activité neuronale des afférences
primaires a été mesurée simultanément par microneurographie au niveau du nerf radial
superficiel ainsi que la vitesse de conduction des filir&atensité de la douleur ressentie
augmente lorsque la fréquence de stimulation augmente dans une gamme de 1/32 a 2Hz
Cependantle nombre de potenticls d’actions générés par les nocicepteurs enregistrés pendant
le méme temps est inversement proportionnel a la fréquence de stimulation. Donc le nombre
de potentiels d’action total diminue quand la douleur rapportée par le sujet augmente,
suggérant qu’un mécanisme d’amplification centrale, comme le wind-up, pourrd étre
impliqué.

Le wind-up est donc nécessaire a la perceptiohiinkensité des stimuli externes. De
plus, lorsque la fréquence de stimulation est augmentée, la vitesse de conduction des fibres
afférentesdiminue jusqu’a un blocage complet pour les trés hautes fréquences (Schouenborg,
1984) Ceci est plus particulierement avéré pour les fibrédR&/mondet al, 1990; Geeet
al., 1996) Dans ce contexte, un mécanisme d’amplification, fréquence dépendant et a court
terme, peut étre particuliérement important pour 1’information véhiculée par les afférences
nociceptives de type C : le wind-up pourrait représarganécanisme de compensation.

B. Le wind-up et la sensibilisation centrale
La sensibilisation centrale désignéaugmentation d’excitabilité des neurones

nociceptifs du systeme nerveux central déclenchée par une Iésion péripfiétamglfe 1983)
La sensibilisation centrale est caractériséeuparaugmentation de 1’activité spontanée des
neurones, une expansion de leurs champs récepteurs cutanés et une réduction des seuils
d’activation. Cependant cette sensibilisation centrale peut survenir sans wind-up. En effet, une
réduction des seuils de stimulation, une expansion des champs récepteurs cutanés et une
augmentation @1’activité basale des neurones ont été observées mais sadnpparition d’un
wind-up lors de stimulations électriques répétées des afférences viscérales déAigrecd
& Cervero, 1990; Lairdet al, 1995) De la méme maniére, le wind-up des neurones
nociceptifs du Sp5SC n’est pas observé lors du développement de la sensibilisation centrale par
stimulation des méningégBolton et al, 2005)

Par ailleurs, une étude précédefiteet al, 1999b)a montré que le wind-up produit

des changements dans les propriétés de réponses des neurones de la corne dorsale comme p:
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exemple un accroissement de la taille du champ récepteur et une augmentation des réponses
neuronales induites par des stimuli supramaximaux. Mais a la difféderaesensibilisation
centrale, consécutive a une lésion périphérique ou une inflammiatidarée des effets est

plus courte. Br exemple, I’augmentation de taille du champ récepteur produite lors du wind-

up ne perdure pas plus de quelques sexoridapparait donc que le wind-up est suffisant

pour évoquer une forme d’hyperexcitabilité centrale qui n’a cependant pas toutes les
caractéristiques d’une sensibilisation centrale, notamment en termes de durée et de

modifications des propriétés neuronales (allodynie et hyperalgésie secondaire).

C. Le wind-up et ’hyperalgése secondaire
On différencie classiquement une zone d'hyperalgésie primaire qui se superpose a la

zone de Iésion tissulaire et la zone d'hyperalgésie secondaire ou prédominent les mécanismes
centraux. L hyperalgésie secondaire est une douleur excessive déclenchée par une stimulation
meécanique (statique ou dynamique) appliquée au niveau de la périphérie de la Iésion, méme
lorsque celle-ci est cicatris§¢@reedeet al, 1992).L'hyperalgésie mécanique a la pression
s'étend et dure plus longtemps que I'hyperalgésie au toucher. Elle serait due a une
modification de 1’excitabilité centrale des neurones nociceptifs. Cependant, chez I’animal,
I’hyperalgésie secondaire déclenchée par une inflammation méningée, peut exister sans wind-

up (Bartsch & Goadsby, 2003pe méme chez I’homme, il été constaté qu’une inflammation
périphérique induit une hyperalgésie secondaire sans altération de la sommation temporelle
(Magerl et al, 1998) Ainsi, il semble que le wind-ugt I’hyperalgésie secondaire sont sous-

tendus par des mécanismes indépendants.

D. D’un phénoméne expérimental a une perception chez ’homme
L’existence de deux catégories de fibres, Ad et C, permet d'expliquer le phénoméne de

double douleur déclenchée chez I'nomme par l'application d'un stimulus nociceptif. La
premiere douleur, a type de piglre, est bien local{§&&e, 1972) Elle apparait tres
rapidement apres le stimulus et correspond a l'activation de nocicepteurs connectés aux fibres
Ad. La seconde, souvent a type de bralure, survient plus tardivement. Elle est diffuse, mal
localisée et correspond a l'activation de nocicepteurs connectés aux fibres plus lentes,
amyeéliniguegHardyet al, 1950; Besson & Chaouch, 198%)a été montré quBapplication

de stimulations électriques cutanées a une fréquence supérieure ou égale a(Pr@aHz
1972)entrainait une augmentation de I’intensité et de la durée de la sensation de brulure. Une
sommation temporelle de la douleur a été également mise en évidence aprés stimulation

électrique des tissus musculaif@sendt-Nielsenet al, 1997)et, de facon plus surprenante,
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des tissus viscéraufFrobertet al, 1995) La sommation temporelle des réponses a des
stimuli naturels répétés cutanés a été testée €galement chez 1’homme par application de
stimulations thermiques chaudes nociceptives. Ces stimulations (durée 0,7 secondes) sont
appliguées a des fréquences comprises entre 0,1 et 0,4Hz et provoquent une sommation
temporelle a partir de 0,33HPriceet al, 1977) Un résultat similaire a été obtenu lors d’un
blocage des fibres A, montrant que seules les afférences des fibres C sont requises pour cette
sommation temporell@Priceet al, 1977; Viercket al, 1997)

La sommation temporelle a des stimulations nociceptives mécaniques (a 1’aide de
piqtires d’aiguilles) a été observée dans plusieurs études chez des sujets $Kimitzenburg &
Handwerker, 1994; Magedt al, 1998)et des patients souffrant de douleurs neuropathiques
(Price et al, 1992) Elle se produit pour un seuil supérieur a celui requis pour exciter les
nocicepteurs cutanés de type C chez ’homme ou pour évoquer une douleur (Magerl et al,
1998) Les stimulations répétées a une fréquence comprise enge()aHz avec un poil de
Von Frey de 256mN ne produisent pas de sommation temporelle alors que des sensations
douloureuses évidentes sont ressenties. Par contre, des piqlres d’aiguilles exer¢ant des
pressions de 20, 40 et 80mN produisent une sommation temporelle a une fréquence de 0,6Hz.

Des travaux (Magert al, 1998;Pederseet al, 1998) ont étudié les effets des états
hyperalgiques sur la perception du wind-up. Aprés avoir déclenché une hyperalgésie par
application topique de capsaicine, une diminution du seuil requis pour évoquer une
sommation temporelle a été montr&ms la région de ’hyperalgésie secondaire lors de 5
stimulations électriques appliquée a 2Hz (Arendt-Niels¢nal, 1996). Cependant, la
sommation temporelle existe dans une région cutanée saine aussi bien que dans la zone
d’hyperalgésie secondaire (Arendt-Nielsenet al, 1996). Un simple déplacement de la pente
de la sommation temporelle vers la gauche estenregistré (Mager1998).

En résumé, le phénomene de wind-up dépend de la mise en jeu des fibres C et
constitue un mécanisme d’amplification des reponses neuronales qui ne peut expliquer a lui
seul la génération d’une sensibilisation centrale ou I’apparition d’une hyperalgésie secondaire.

Sa signification fonctionnelle reste encore non établie.

IV - Les récepteurs opioides et la modulation du windp

Les études électrophysiologiqgues ont montré que la morphine avait une action
différentielle sur les réponses des neurones nociceptifs. En effet, elle déprime tres fortement

les réponses dues a l'activation des fibres C et, dans une moindre mesure, celles dés fibres A
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mais n'a aucun effet sur les réponses de tyfpé@ A Barset al, 1976; Le Bart al, 1980b)

Des travaux réalisés chez le rat ont montré que la morphine, administrée par voie
intraveineuse, déprimait de fagcon dose-dépendante et réversible par la naloxone les réponses a
longue latence (dues a l'activation des fibres C) des neurones nociceptifs d(D@ajiBICet

al., 1996)

De plus, des travaux récents du laboratoire ont montré que la morphine administrée
par voie intraveineuse pouvait diminuer, de facon naloxone réversible, le wind-up des
neurones WDR du Sp50 chez le (@tualeet al, 2001) Des résultats analogues avaient été
rapportés notamment pour des réflexes nociceptifs chez le rat spiétied & Fitzgerald,

1981; Gozarivet al, 2000) et des travaux de psychophysique étudiant la perception de la
sommation temporellehez I’homme (Price et al, 1985) Par injection intrathécale de
naloxone ou en utilisant des souris KO pour le récepteur opioidergique mu, le wind-up des

neurones WDR de la corne dorsale de la moelle peut étre féGilignet al, 2006)

V- Les récepteursNMDA et la modulation du wind-up

1. Les acides aminés excitateurs (AAE)

Le glutamate est le neuromédiateur excitateur principal dans le systéme nerveux
central des mammiferes. Il se fixe sur différents types de récepteurs spécifiques: les récepteurs
de type NMDA (NMDA), les récepteurs de type AMPA/kainate (AMPA: acidamino-3-
hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolépropionique), qui sont des canaux cationiques, et les récepteurs
de type métabotropique, ces derniers n'étant pas des récepteurs associés a des canauw
ioniques. Le glutamate représente le neuromédiateur le plus abondant dans le systeme nerveux
central des mammiferes. Il serait utilisé par environ un tiers de l'ensemble desesynaps
cérébrales et par la grande majorité de celles responsables de la neurotransmission excitatrice
rapide(Watkins & Evans, 1981; Cotman & Iversen, 1987action excitatrice du glutamate
dans le systéme nerveux central a été décrite pour la premiére fois a la fin des années
cinquante. En utilisant la technique d'iontophorese, il a été démontré que l'application de
glutamate provoquait une dépolarisation de la membrane neuf&naleerget al, 1979) Le
glutamate est notamment libéré dans les couches superficielles de la corne dorsale ou du CST
par les afférences primaires de typéBa@sbaum & Jessell, 20Q0)

En plus du glutamate, il existe un autre acide aminé essentiel, I'aspartate, et divers
acides aminés d'origine végétale (les acides quisqualique, kainique et domoique) ou

synthétique, tel que l'acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA).
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Ces substances jouent un réle important dans la transmission des messages nociceptifs.
lls agissent via deux types de récepteurs présents au niveau des neurones nociceptifs : des
rNMDA et des récepteurs non-NMDA. Parmi ces récepteurs, ceux de type NMDA semblent
avoir un role subtil dans la nociception. En effet, ils ne sont pas impliqués dans la
transmission de la douleur aigué, par contre, ils mettent en jeu des phénomenes de plasticité

synaptique qui se développent lorsque la stimulation devient chronique.
2.Le récepteur NMDA

A. Structure et distribution
Le rNMDA est une protéine hétéro-oligomérique qui serait composée a partir d'une

sous-unité NR1 et au moisune isoforme d'une sous-unité NR&ucheret al, 1996) Il a

été proposé que ces sous-unités soient assemblées dans un holomére pent@ageque
Montiel & Montal, 1996) La sous-unité NR1 est la premiére a avoir été découverte
(Moriyoshiet al, 1991) L'expression neuronale de cette sous-unité semble étre ubiquitaire, y
compris dans des neurones qui ne contiennent pas de rNMDA fonctionnels. NR1 serait ainsi
un composant obligatoire de tous les rNMDA, sa présence étant nécessaire pour le
fonctionnement neuronal normg@orrestet al, 1994) Cette sous-unité porterait les sites de
liaison pour la glycine et les anesthésiques dissoci@ifgzotet al, 1992; Lynchet al,

1994; Grimwoodet al, 1995) Dans les ovocytes de xénope, l'expression de la sous-unité
NR1 en l'absence de sous-unité NR2 donne lieu a des canaux cationiques qui peuvent étre
activés par le NMDA, ce qui suggére que la sous-unité NR1 porte également le sisode lia

du glutamatéMoriyoshiet al, 1991) La sous-unité NR2, découverte en 1992guroet al,

1992) est essentielle pour l'assemblage des rNMDA fonctionnels dans les cellules de
mammiféres. Il en existe quatre isoformes (NR2A a NR2D), dont la plus abondante est
l'isoforme NR2B(Kutsuwadeet al, 1992; Monyelet al, 1992; Ishiiet al, 1993) L'isoforme

de la sous-unité NR2 utilisée détermine a la fois les propriétés biophysiques du canal
cationique, et les propriétés pharmacologiques des divers sites de liaison du récepteur
(Kutsuwadaet al, 1992; Monyeret al, 1992; Sucheet al, 1996) Contrairement a la sous-

unité NR1, la sous-unité NR2 est exprimée dans le systeme nerveux de fagcon hétérogene
(Monyeret al, 1992) Par exemple, lisoforme NR2C n'est présente que dans le cervelet. En
outre, I'expression des différentes isoformes est soumise a une régulation différentielle au
cours du développement ontogénétigiatanabeet al, 1992; Shenget al, 1994)
L'isoforme NR2B est la plus largement répandue, et son expression serait essentielle pour le

bon fonctionnement du systeme nerveux cer{faltsuwadaet al, 1996) Par contre, des
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souris transgéniques n'exprimant pas la sous-unité NR2A survivent, mais présentent des
troubles d'apprentissag8akimuraet al, 1995) L'ensemble de ces observations indique que
I'expression de la sous-unité NR1 est indispensable pour la formation de récepteurs
fonctionnels et qu'il existe une importante diversité des rNMDA due a I'existence de plusieurs
variantes d'épissage de la sous-unité NR1 et a leurs combinaisons avec différentes sous-unités
NR2. Dans le CST, la sous-unité NR1 a été retrouvée a la fois dans le Sp50 et les couches
superficielles et profondes du Sp@eetraliaet al, 1994)

B. Propriétés
Le rNMDA est un canal ioniqgue perméable principalement aux ions calcium et dont

les agonistes endogénes sont le glutamate et 1’aspartate, deux acides aminés de structure
proche. Quatre différents sites de liaison ont été identifiés sur le récepteur. Il existerait deux
sites de liaison pour le glutamate, dont I'occupation simultanée active le récepteur et provoque
ainsi l'ouverture du canal cationique. Parmi les agonistes sélectifs pour ce site, on trouve bien
entendu le NMDA lui-méme, ainsi que les acides iboténique, quinolinique et homocystéique.
Plusieurs antagonistes compétitifs (dont APV) agissant au niveau du site de liaison du
glutamate ont été synthétisés. Le rNMDA porte a l'intérieur du canal cationique aie site
liaison pour les anesthésiques dissocidtifsdge & Johnson, 199050n occupation par la
kétamine(MacDonaldet al, 1987)ou le MK-801 (Wonget al, 1986) par exemple, produit
un blocage de longue durée du récepteur de type NMDA. Des produits agissant a ce niveau
présentent des effets psychotropes tres puissants.

Une autre classe d'antagonistes du récepteur de type NMDA, dont l'ifer{Qradr
et al, 1988) se fixe au niveau d'un autre site de liaison, qui se trouverait sur la sous-unité
NR2B du récepteur. L'ifenprodil entraine un bloc activité-dépendant du récepteur, qui peut
étre expliqué par la stabilisation de I'état inactivé du canal iorfleegendre & Westbrook,
1991) D'aprés des études menées sur des récepteurs recombinants, il s'avere que l'ifenprodil
se fixe sélectivement aux récepteurs qui contiennent l'isoforme NR2B de la sous-unité NR2
(Williams, 1993) Par ailleurs, il a été proposé qu'il existe des ligands endogénes pour le site
de fixation de lifenprodil, des polyamines telles que la sperf@ageret al, 1989) Celles-
ci pourraient ainsi moduler 'activation du récepteur par le glutamate.

Une des particularités du récepteur de type NMDA est le fait que l'activation du
récepteur nécessite la présence d'un co-agoniste obligatoire, la dlamson & Ascher,
1987) Cet acide aminé se fixe sur un site différent de celui du glutamate, sur la sous-unité

NR1 (Lynch et al, 1994) dont l'occupation est nécessaire pour l'activation du récepteur

31



(Kleckner & Dingledine, 1988)Des antagonistes ont aussi été décrits, mais leur puissance est
relativement faibléFletcher & Lodge, 1988De plus, le rINMDA est soumis a une inhibition
voltage-dépendante par les ions magnégiNowak et al, 1984) Les ions M§" bloquent le

canal du récepteur a des potentiels négatifs proches du potentiel membranaire de repos
(Ascher & Nowak, 1988)

Les phosphorylations post-traductionnelles du rNMDQAr 1’intermédiaire des
protéines kinase A et C modifient ses propriétés fonctionnéliegyley et al, 1993) La
protéine kinase C va potentialiser les courants induits par le NMDA en augmentant la
probabilité d’ouverture du canal et en diminuant I’affinité du magnésium pour son site de
liaison sur le candlChen & Huang, 1992)

L’histamine semble également avoir un réle potentialisateur sur les courants induits
par le NMDA (Bekkers, 1993; Vorobjegt al, 1993; Faucaret al, 2006).

3. Les rNMDA et la douleur

Dans les études électrophysiologiques, il a été montré que Il'administration
iontophorétique de NMDA entraine une expansion des champs récepteurs des neurones
nociceptifs médullaire@Dougherty & Willis, 1991)et trigéminauXZhanget al, 1996; Wang
& Mokha, 1996)ainsi qu'une augmentation de leur sensibilité a I'application de stimulations
nociceptives. Par ailleurs, l'implication des récepteurs NMDA dans l'amplification des
réponses a des stimuli prolongés est aussi mise en évidence par le fait que les réponses des
neurones de la corne dorsale de la moelle aprés l'injection de formol, sont réduites par les
antagonistes du récepteur NMKHaleyet al, 1990; Dickenson & Aydar, 1991es études
ont indigué que l'administration systémique ou intrathécale d'antagonistes des récepteurs
NMDA était susceptible de réduire I'hyperalgésie ou le comportement nociceptif spontané
induits par constriction du nerf sciatigldamamoto & Yaksh, 1992)u par ligature serrée du
nerf spinal(Chaplanet al, 1997) De tels résultats tendent a confirmer l'importance de
I'activation des récepteurs NMDA dans la symptomatologie douloureuse associée aux

neuropathies.

4. Les rNMDA et le wind-up

L’injection intrathécale de NMDA chez le rat a un effet facilitateur sur le phénomene
de wind-up des neurones WDR enregistrés dans la corne d@salemaret al, 1994) De
méme, des inhibitions pharmacologiques du wind-up des neurones WDR de la corne dorsale

de la moelle ont été obtenuekaide d’antagonistes des INMDA, comme APV(Dickenson &
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Sullivan, 1987)ou la kétaming(Davies & Lodge, 1987)Au niveau trigéminal, le méme
résultat a été retrouvé dans le Sp50 avec un antagoniste non-compétitif, le (PdBodzet
al., 1997)

Le modéle expliquant la contribution des rNMDA dans le wind-up repose sur le
blocage du canal du rNMDA par le Mgextracellulaire au potentiel de repos de la membrane
(Nowak et al, 1984; Dickenson, 1990; Dickensaet al, 1997) Lorsque I’input des
afférences C est suffisamment intense pour dépolariser la membrane celiulBbetivation
des récepteurs AMPA post-synaptiques, levant ainsi le blocage du canal du rNMDA par les
ions Mg?*, la co-activation de ces récepteurs |eaglutamate se produit. La dépolarisation
cumulative qui résulte de l’activation des INMDA permet la génération du wind-up. Il
convient cependant de noter que le wind-up peut étre généré sans cette dépolarisation
cumulative(Thompsonet al, 1990)et qu’a I’inverse lorsque cette dépolarisation cumulative
est mesurée, le winab ne s’en suit pas forcémentWoolf & King, 1987; Zhanget al, 1991;

Russo & Hounsgaard, 1994Un mécanisme d’amplification secondaire est également
envisageabléChen & Huang, 1992)Ainsi une entrée de €apar les ionophores NMDA et
d’autres canaux calciques pendant la dépolarisation peut activer les protéines kinases C qui,
en retour, vont renforcer I’efficacité des INMDA en augmentant la probabilité d’ouverture des
canaux et en réduisant la voltage-dépendance du blocajeliviganal INMDA.

Chez I’homme, la sommation temporelle de trains de stimulations nociceptives
cutanées électriques ou thermiques peut étre inhibée de fagcon dose dépendante par des
artagonistes des rNMDA comme le dextromethorpfRnce et al, 1994)ou la kétamine
(Arendt-Nielseret al, 1995; Guirimandet al, 2000) Le dextromethorphan et la kétamime
réduisent pas les seuils de la douleur sur une peau saine (douleur estimée par le sujet a la
premiére stimulation) mais produisent une diminution dose dépendante du gain du wind-up
La kétamine réduile wind-up évoquée par des piqures dansréggons d’hyperalgésie
secondaire induite par des brulures expérimen(ale&snckeet al, 1997)ou consécutive a
une chirurgigStubhauget al, 1997)

L’inhibition de la douleur par des antagonistes des rNMDA a été rapportée dans
plusieurs études cliniques portant sur des douleurs neuropathigaésiinistration
intrathécale d’acide (x)-2-carboxypiperazine-gt-propyl-1-phosphonique (CPP), un
antagoniste compétitif pour le site de liaison au glutamate sur le rNMDA, inhibe le wind-up
produit parl’application répétitive de stimulation mécanique mais reste sans effet sur la
douleur spontanée et 1’allodynie chez des patients atteints de neuropathies périphériques

(Kristensenet al, 1992) D’autres études portant sur des patients atteints de névralgie post-

33



herpétique(Eide et al, 1994) de lésions du cordon médullai(Eide et al, 1995)et de
douleurs post amputations (du moignon et du membre fant@die)lajsenet al, 1996)
mettent en évidence que la kétamine réduit le phénomene de wind-up maisabodgnie
meécanique dynamique observée dans les régions lésées. Enfin, apres blocage des rNMDA par
la kétamine, il est toujours possible d’obtenir une sommation temporelle des sensations
douloureuses dans les aires d’hyperalgésies secondaires induites par une application topique
de capsaicine, mais ceci apres augmentation des seuils de stimilatienseret al, 1996)

Il faut cependant noter que I’inhibtion du wind-up par les antagonistes des rNMDA est
partiele in vivo (Davies & Lodge, 1987; Dickenson & Sullivan, 198¢pmme in vitro
(Thompson et al, 1990; Jeftinija & Urban, 1994)ce qui sugger que d’autres

neuromédiateurs pourraient contribuer a ce phénomene.

VI- Les récepteurs NK1et la modulation du wind-up

1. Les neurokinines et la substance P

La substance P est un neuropeptide isolé en 1931 par Von Euler et Gaddum depuis le
cerveau et I’intestin de cheval. Sa séquence en acides aminés est déterminée erfCli¢aiig
et al, 1971) Cinquante ans apres la découverte de la substance P, les neurokinines A et B
(Kimuraet al, 1984)et les neuropeptides KefTatemotoet al,, 1985; Kageet al, 1988)ont
été identifiés. Ces cing peptides ont le pouvoir de provoquer une contraction rapide des

muscles lisses et constituent de ce fait la famille des tachykiftieesy, 1987)

2. Les récepteurs

Trois récepteurs ont été découve(isrspamer, 1981; Leet al, 1982; Mussagt al,
1993) Le rNK2 (Masuet al, 1987) puisle rNK1 (Hershey & Krause, 199@} enfin le rNK3
(Shigemotoet al, 1990)ont été clonés, mettant ainsi en évidence leur appartenance a une
méme famille de récepteurs. La nomenclature rNK1, rNK2 et rNK3 a été établie en 1987
(Henry, 1987)en fonction de I’affinité de ces récepteurs pour la substance P: les rNK2 et
rNK3 sont préférentiellement liés aldKA et NKB respectivement et le rNK1 est celui de
plus forte affinité pour la substance P qui représente un des neuromédiateurs principaux
libérés par les fibres GHokfelt et al, 1975)

A. Distribution du rNK1
Le rNK1 est rencontré dans les organes périphériques (principalement dans le tractus

gastro-intestinal et la vessie) mais aussi dans le systéeme nerveux, essentiellement dans le

34



striatum,l’habenula, le noyau accumbens, 1’hippocampe, le noyau latéral de I’hypothalamus,

le noyau interpédonculaire, le noyau du tractus solitaire, le noyau du raphe, la medulla
oblongata(Kanazawa & Jessell, 1976; Otsuka & Yoshioka, 198@ns la corne dorsale, les

rNK1 sont présents au niveau des neurones des couches | ou sur les dendrites localisées au
niveau de la couche Il des neurones des couches Il et IV de la nidallet al, 1994,

Brownet al, 1995; Marshalet al, 1996; Naimet al,, 1997)

B. Structure et propriétés

Les rNK1 sont des récepteurs a 7 hélices alpha transmembranaires couplés a une
protéineG. Le ligand endogéne vient se loger sur le domaine de liaison hydrophobe (région
transmembranaire) et active la protéine G couplée au récepteur. A son tour, cette derniére
active une enzyme intracellulaire, la phospholipase C qui hydrolyse le phosphatidyl inositol
biphosphate en inositol triphosphate et diacylglycérol. Conjointement, ces deux molécules
provoguent une augmentation de la concentration de calcium intracelldlainesitol
triphosphate agit au niveau des canaux ioniques du réticulum endoplasmique pour libérer du
calcium. Le diacylglycérol active une protéine kinasquCpourra potentialiser 1’ouverture

des récepteurs membranaires comme le INMDA.

3. Les rNK1 et la douleur

Plusieurs arguments plaident en faveur d'un rolea dabstance P et des rNK1 dans la
nociception. La substance P est libérée en abondance dans les couches superficielles du sous-
noyau caudal a la suite de stimulations nociceptives intenses ou d’une inflammation(Jessell
& Iversen, 1977; Duggaet al, 1988; Kuraishiet al, 1989) Lorsqu’elle est appliquée par
microélectrophorése ou par voie intrathécale, la substance P active préférentiellement les
neurones nociceptiffRadhakrishnan & Henry, 1991; Salter & Henry, 19@1)induit un
comportement de douleur chez le r@iercey et al, 1981) A [I’inverse, 1’utilisation
d’antagonistes des rNK1 inhibe la réponse des neurones a des stimulations nociceptives
(Radhakrishnan & Henry, 1991; Snidsral, 1991)

L'injection intra-plantaire de capsaicine, qui induit une libération de substance P
produit une endocytose des rNK1 au niveau de neurones de la corne dorsale de la moelle
(Mantyh et al, 1995) Ce phénomeéne connu sous le terme d'internalisation (qui est le reflet
d'une fixation de la substance P sur son récepteur) atteint un pic au bout de Shaapfemi
I'application d'un stimulus nociceptif. L'apparition de ce phénomene est parfaitement corrélée

avec l'apparition de comportements nociceptife! et al, 1997) Les différents types de

35



stimulations nociceptives sont capables d'induire I'endocytose des rNK1. Par ailleurs, le
nombre de neurones qui internalisent la substance P ainsi que le nombre d'endosomes présents
a l'intérieur d'un neurone augmentent avec lintensité de stimulgtiean et al, 1997),

suggérant une aptitude a coder l'intensité de stimulation.

4. Les rNK1 et le windup

Sachant que le wind-up est di a une sommation de potentiels lents ifPvitmet
al., 1971) et que la substance P est capable d’induire les mémes potentiels, son implication
dans le phénoméne de wind-up a été ainsi suggeérée. De plus, les antagonistes des récepteur:
de la substance P inhibent les potentiels lents provoqués par une stimulation des racines
dorsalegUrban & Randic, 1984)

Des ¢études ¢électrophysiologiques in vivo ont montré que 1’administration intrathécale
d’antagonistes des rNK1, le peptide DPDT (Kellsteinet al, 1990)ou le RP67580(Chapman
& Dickenson, 1993)entrainait un diminution du wind-up des neurones WDR de la corne
dorsale de la moelle. De méme chez le rat, ’administration intrathécale d’antagonistes des
rNK1 (CP96345) réduit le wind-up des réflexes aux fibrdX et al, 1992) Une réduction
du niveau de dépolarisations cumulatives de motoneurones, évoquée par des stimulations
répétitives des afférences, été constatéapres administration d’antagonistes des rNKI1
(Baranauskast al, 1995) Dans cette étude in vitro, les auteurs estiment que 33% du taux de
ces potentiels de membranes qui sous-tendent le wpindraient dépendant de I’activation
des rNK1. IIs émettent I’hypothése que la substance P serait libérée par des interneuranes a
niveau de relais spinaux polysynaptiques, favorisant ainsi le wind-up des motoneurones.

Les rNK1 pourraient aussi moduler les canaux calciques de type L et donc, par voie de
conséquence, les potentiels de plateau observés en enregistrement intracellulaire des neurones
de la corne dorsale. En effet, ces potentiels de plateau ont été proposés comme sous-tendant le
phénomene de wind-yRusscet al, 1997; Morisset & Nagy, 2000)

Le role des rNK1 a été récemment évalué chez la souris génétiquement n{bdifice
Felipeet al, 1998) Les souris KO pour le rNK1 ne présentent pas de wind-up des réponses
réflexes aux fibres C, contrairement aux sauvages. Une forte réduction du wind-up des
neurones WDR a été également rappori®azuki et al, 2003) Une autre approche
permettant de s’affranchir des mécanismes compensateurs, inhérent a I’utilisation de souris
transgéniques, consiste a utiliser la substance P conjuguée avec la saporine, une cytotoxine
(SP-SAP) qui produit une destruction sélective des neurones exprimant le rNK1 apres

internalisation du récepte@®antyhet al, 1997) Chez le rat traité par injection intrathécale
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de SP-SAP (destruction des neurones des couches | a lll exprimant le rNK1), un@méducti
du wind-up des neurones WDR enregistrés dans les couches plus profondes de la moelle est
observédSuzukiet al, 2002)

En conclusion, le phénomene de wind-yp caractérise par 1’augmentation
progressive de la réponse de certains neurones a une stimulation répétée a basse fréquence de
fibres nociceptives QHerreroet al, 2000) Ce phénomeéne est essentiellement exprimé par
les neurones WDR des couches profondes. Il dépend en pattietdetion des INMDA et
des rNK1. Le wind-um des conséquences en termes de douleur chez ’homme. Ainsi, la
seconde douleur produite par de stimulations électriques et thermiques nociceptives augmente
avec le nombre de stimulations lorsque la fréquence de stimulation est supérieure ou égale a
0,3Hz. La signification fonctionnelle du wingb-n’est pas encore clairement établie.

Le wind-up a été récemment mis en évidence dans le complexe sensitif du trijumeau.
Plus particulierement, il a été montré que la majorité des neurones WDR du Sp50 expriment
le phénomene de wingp. L’objectif de ce travail est

e d’analyser les caractéristiques et la fonction du wind-up des neurones WDR trigéminaux
e d’identifier les réseaux neuronaux sous tendant le wind-up
e d’établir le role des rNMDA et des rNK1 dans le wind-up

Pour répondre a ces questions, nous utiliserons le modele trigéminal qui présente une
particularité anatomique trés intéressante. A la différence de la moelle épiniére ou couches
superficielles et couche V sont trés proches, le Sp50 est séparé d'au moins 3 mm des couches
superficielles du Sp5C (figurd). On peut ainsi moduler le transfert de 1’information
nociceptive au niveau du relais des couches superficielles, sans interférer directement sur les
neurones WDR. Le systeme trigéminal constitue donc un excellent modéle pour étudier les
mécanismes segmentaires de la nociception sur lequel nous avons utilisé des approches

immunohistochimiques et électrophysiologiques in vivo chez le rat.
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MATERIEL ET METHODES
|- Electrophysiologie

1. Préparation chirurgicale

A. Animaux
Les travaux ont été réalisés chez des rats males de souche Sprague-Dawley (Elevage

Charles River Laboratories, St Germaii.’ Arbresle, France) pesant entre 250 et 300g. Les
expérimentations ont été menées conformément aux recommandations éthiques de
I’International Association for the Study of Pain (IASP) et aux directives européennes en la
matiere (European Council directive of November, 24 1986 -86/609/EEC). Cette gamme de
poids permet en outre l'utilisation des coordonnées stéréotaxiques de l'atlas de Paxinos et
Watson(Paxinos & Watson, 1986).es animaux sont maintenus en environnement contrélé
(lumiére de 7 heures a 21 heuresmpérature de 22°C) dans 1’animalerie du laboratoire avec
nourriture et eaad libitum Les animaux sont maintenus une semaine dans notre animalerie

pour habituation avant leur utilisation en expérimentation.

B. Anesthésie
Pour la chirurgie, les animaux sont anesthésiés par inhalation d'un mélange de

protoxyde d'azote/oxygene (2/3-1/3) et d'halothane (@%w 1’induction et 1,5% pour la
chirurgie). A la fin de la chirurgie, le niveau d'halothane est alors ajusté et maintenu a 0,6%
pendant toute la durée slenregistremest Ce pourcentage, tout en assurant un niveau
d'anesthésie en adéquation avec les regles d'éthique, ne déprime pas de facon excessive les
réponses des neurones aux stimuli nociceptifs appliqués sur leur champ récepteur

périphériquglLe Barset al, 1980a; Le Bars & Villanueva, 1988)

C. Chirurgie
Apres linjection intra musculaire de 10§ d'atropine sulfate, une trachéotomie est

effectuée pour permettre une ventilation artificielle grace a une pompe a volume contrélé (55
cycles/min) connectée a la canule trachéale. Un cathéter est mis en place dans la veine
jugulaire gauche@our assurer les injections et perfusion en cours d’expérimentation. Au cours

des enregistrements électrophysiologiques, les animaux sont paralysés par I'administration
intraveineuse continue de bromure de vecuronium (Nor@&rod,6mg/h). Un second
cathéter, permettant la mesure de la pression artérielle est ensuite inséré dans la carotide

gauche. Le cathéter est relié a un transducteur de pression (UFI, Morro BaySBA,
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connecté a un amplificateur (Stoelting, Wood Dale, IL, YS& fréquence cardiaque est
¢galement mesurée a 1’aide d’un moniteur.

Les animaux sont ensuite placés dans un appareil de contention stéréotaxique de type
de Horsley-Clarke,pour I’utilisation des coordonnées tridimensionnelles stéréotaxiques
(Paxinos & Watson, 1986Afin d'avoir acces aux noyaux du trijumeau, une craniotomie est
réalisée a l'aide d'une fraise sur le coté droit, au niveau de la suture occipito-pariétale, et la
dure-mere est disséquée a ce niveau, afin de pouvoir implanter I'électrode d'enregistrement.
Un délai d'environ une heure sépare la préparation des animaux des enregistrements

neuronaux.

D. Controle de I’état physiologique de I’animal
La température central& 1’animal est maintenue constante a 37,5 + 0,5°C gréace a

une couverture homéotherme. Le rythme cardiaque (350-450 battements/min) et la pression
artérielle (80-130 mmHg) sont également surveillés. Un analyseur de gaz (Artema MM 200,
Sunbyberg, Suede) connecté a la canule trachéale permet de mesurer en permanence le
volume et la fréquence respiratoitea fréquence est ajustée a 55 cycles/min de maniére a
maintenir un équilibre acido-basique correct : les gaz expirés contiennent toujours entre 3,3 et
4,0% de CQ. L'analyseur de gaz permet également de contréler les paramétres d'anesthésie.
Ainsi, le taux d'halothane inspiré est de 1,2 a 1,5% pendant toute la chirurgie et de 0,6%
pendant I'enregistrement. Les taux d'oxygene et de protoxyde d'azote sont maintenus a 25-
35% et 60-70%, respectivement.

2. Enregistrements

A. Microélectrodes d’enregistrement
Des enregistrements unitaires extracellulaires sont réalisés dans le Sp50, a l'aide de

micro pipettes de verre (diametre interne/externe : 0,58/1mm ; longd&@mm) étirées
(étireuse PE-2, Narishige Instruments) puis remplies d'une solution de chlorure de sodium a
0,9% et de bleu de Pontamine & 5%. Leur pointe est cassée de facon a ce que l'impi#dance

comprise entre 7 et 1001

B. Sites d’enregistrement
Pour atteindre le Sp50, le tronc cérébral est exploré entre 2,4 et 3,0mm latéralement a

la ligne médiane et entre 1,5 et 2,6mm postérieurement a la ligne inter aurigtdaireos &
Watson, 1986)La micro électrode est descendue a 5mm au-dessous de la surface du cervelet,

position a partir de laquelle on commence la recherche des champs récepteurs en appliquant
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un léger stimulus mécanique dans la région orale et péri orale. La micro électrode est

descendue lentement dans le Sp50.

C. Traitement du signal
L'électrode est connectée par un fil d'argent a un adaptateur dimpédance. Le signal

détecté, correspondant a l'activité des neurones enregistrés, est amplifié puis visualisé sur un
oscilloscope cathodique. Il est également transmis a un discriminateur connecté a une
interface CED 1401pl@® (Cambridge Electronic Design) puis a un ordinateur (logiciels
Spike 2.3 et 2.5 softwaR) permettant I'enregistrement et I'analyse des activités neuronales
spontanées et provoquées. Le logiciel utilisé permet d'analyser les résultats en temps réel sous
différentes formes : signaux bruts et post-stimulus histogrammes (PSTH). Il permet également

de suivre en temps réel I'évolution du rythme cardiaque et de la pression artérielle.

3. Stimulations périphériques

Les neurones analysés sont caractérisés par leurs réponses a la fois a des stimulations
mécaniques et a des stimulations électriques appliquées sur leur champ récepteur
périphérique. Parmi les stimuli mécaniques non nociceptifs appliqués sur le muséau, son
utilisés le brossage a l'aide d'un pinceau, des jets d'air, le tact Iéger, ainsi que des pressions
modérées exercées avec une pince a griffes. D'autre part, les stimulations mécaniques
nociceptives correspondent a des pressions importantes, des pigdres ou pincements modeéreés &
intenses, appliqués avec de fines précelles. Ces stimulations évoquent une sensation
douloureuse lorsqu'elles sont appliquées sur la peau de I'expérimentateur. Une fois le neurone
identifié, les limites de son champ récepteur sont déterminées et représentées graphiquement,
ce qui permet de définir son appartenance aux régions intra orale, péri orale ou faciale, ou
plus particulierement qualifiees : ophtalmique, maxillaire ou mandibu(&iedlel et al,

1990)

Les stimuli électriqgues sont appliqués a l'aide d'une paire d'électrodes (0,35x 15mm) reliées a
un générateur de courant, insérées sous la peau au centre du champ récepteur préalablemen
délimité. Plusieurspotentiels d’action sont geénéralement observés apres une stimulation
électrique (durée 0,1 ou 2msec), en réponse a l'activation respective des fibres A et C. Le seulil
d'obtention de chacune de ces réponses est déterminé par l'application répétitive d'une
stimulation d'intensité croissante, jusqu'a atteindre une valeur supraliminaire induisant des

réponses reproductibles. Les PSTH sont analysés, afin de distinguer les réponses dues a la
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mise en jeu des fibres A et celles liées a I'activation des fibres C, en fonction de leurs latences
et en utilisant la classification d&asser & Erlanger, 192€}(Burgess & Perl, 1973)

La latence des réponses est utilisée pour déterminer la vitesse de conduction des fibres
en tenant compte de la distance de conduction (~50mm entre le champ récepteur cutané et le
corps cellulaire du neurone enregistré), du délai synaptique centkidladd’activation des
axones périphériques @t la réduction des afférences dans le tract trigéminal.

Les stimulations thermiques de patte postérieure de 1’animal sont obtenues par
immersion de cellei dans un bécher d’eau a 48°C pendant 38 secondes en agitant Iégerement

le bécher.

4. Micro-injections

Pour ks injections dans le Sp5C, la peau est incisée depuis la région occipitale jusqu’a
I’apophyse épineuse de I’axis. Les muscles du cou sont désinsérés de la protubérance
occipitale et de I’atlas, la membrane atlanto-occipitale est fendue horizontalement et les plans
peauciers écartéka micropipette d’injection montée sur un micro descendeur « trois axes»
est insérée par visée directe dans la zone superficielle latérale du Sp5C. Les misagipette
verre simples (diametre interne/externe : 0,58/Lnlongueur : 150mm) ou triples (diametre
unitaire interne/externe : 0,69/1,2mm ; longueur : 150mm) sont étirées puis cassées de facon a
obtenir une pointe d’un diamétre externe supérieur ou égal a 40um. Chaque pipette a été
reliée a une seringue Hamil®npar un cathéter de polyéthylene. Les seringues sont
connectées & un pouce seringue (UltraMicroPump Il et MitroX¥VPl) permettant une
injection lente de trés petits volumes afin d’éviter les Iésions tissulaires. Les micropipettes de
verre triples sont préfées au simples car permettant en fin d’expérimentation un marquage

du site d’injection par le bleu de Pontaminese trouvant dans 1’une des pipettes.

Pour injecter & proximité du site d’enregistrement dans le Sp50, la microélectrode
d’enregistrement est coupléea une micropipette d’injection graduée (illustration). La
micropipette d’injection est remplie préalablement a sa mise en place sur I’animal et une
¢lectrovanne connectée a de 1’air comprimé permet d’injecter précisément un treés petit
volume. Cettanéthode permettant I’injection d’une solution et 1’enregistrement simultané a

proximité est inspirée du travail de Akadkeaokaet al, 1992).
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lllustration

Microélectrode d’enregistrement couplée a une micropipette d’injection graduée.

La microélectrode d’enregistrement est étirée puis coudée a 3mm de son extrémité d’un angle

de 20° a I’aide d’une microforge. Elle est ensuite remplie d'une solution de chlorure de
sodium a 0,% et de bleu de Pontamine a 5% avant d’étre cassée de fagcon a ce que
l'impédance soit comprise entre 7 et XOMLa microélectrode d’enregistrement ainsi
préparée est collée avec une micropipette de warple (décrite précédemment) a 1’aide
d’un micromanipulateur et sous loupe binoculaire de fagon a ce que I’extrémité de la
micropipette d’injection soit en retrait de 120 a 160um de I’extrémité de la microélectrode
d’enregistrement et en veillant a ce qu’elles soient strictement paralléles. Une petite goutte de
colle cyanoacrylate est employée a eftt et des renforts de verre ont été ajoutés a ’aide
d’une colle composite polymérisable pour assurer la cohésion de I’ensemble.

Deux antagonistes des récepteurs NMDA ont été utilisés dans ce:travail

- MK-801 ou (55 10R)-(-)-5-methyl-10,11-dihydro48-dibenzo(a,d)-cyclohepten-
5,10-imine (MM : 337g.mat), (Wonget al, 1986)

- APV ouDL-2-amino-5-phosphonovaleric acislli/ : 197,1g.mof),(McLennan,
1981)

Deux antagonistes des rNK1 ont également été utilisés :

- SR140333, ((S)-1-{23-(3,4-dichlorphenyl)-1(3-isopropoxyphenylacetyl)piperidin-
3-yl]ethyl}-4-phenyl-1 azaniabicyclo [2.2.2]octane (MM : 656,1g.1p(Edmonds-Altet al,
1993)

- RP67580 ou encore 7,7-diphenyl-2 [1-imino-2 (2-methoxy-phenyl)-ethyl]
perhydroisoindol-4-one (3 aR, 7 aR) (MM :4381g.Mp(Garretet al, 1991)

- La substance PMM : 1393 g.mot; [SaP, Met(0,)']-Substance P titration:
>98%) et le NMDA (MM : 147g.mét; titration : 298%) sont également utilisés.

Les doses utilisées pour les injections intraveineuses sont de 0,13 moLkdNMDA,
2mg.kg' en ce qui concerne RP67580 et 6 & 108}itpyir SR140333. Les micro-injections
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dans Sp50 sont effectuées en 50msec en employant les quantités suivantes : NMDA, 1nmol
et APV, 2fmol dans un volume de 5 & 10nL ; RP67580, 0,2nmol et SR140333, 0,01nmol dans
un volume de 20nL. Les micro-injections dans Sp5C sont effectuées en perfusion lente
pendant 2min avec les quantités suivantes : NMDA, 0,01 a 5nmol et APV, 1fmol dans un
volume de 0,25pL ; RP67580, 4nmol, SR140333, 0,3nmol et substance P, 0,09nmol dans un
volume de 0,5puL.

Les substances utilisées proviennent de la société Sigma, hormis SR140333 et

RP67580 obtenus auprés de Sanofi Aventis.

5. Analyse histologique des sites d’enregistrement et de micro-injection

Le repérage anatomique des neurones enregistrés est effectué par marquage
électrophorétique de bleu de Pontamiuwetravers de 1’électrode d’enregistrement en fin
d’expérimentation. Un courant négatif de 5 a 10puA est imposé au travers de la
microélectrode d’enregistrement remplie de bleu de Pontamine pendant 30 minutes. Les sites

d’injection ont été également marqués par micro-injection de 0,25ul de bleu de Pontamine.

A la fin de ’expérience, I’animal a été sacrifié par une dose létale de pentobarbital,
puis perfusé par voie transcardiaque avec une solution de formaldéhyde a 10% pendant 15
minutes. Le cerveau a ensuite été préleve, conservé au moins 48 heures dans la méme solution
puis coupé a I’aide d’un microtome a congélation (modele 1400, Leica Instruments) en
coupes frontales de 100um. Les coupes ont alors été montées sur des lames gélatinées,
observées et photographiées. Une contre coloration au rouge neutre a été effectuée et la

localisation du point bleu réalisée.

6. Traitement des données et analyse statistique

Les données sont représentées sous la forme: moyenne + erreur standard (sauf
mention particulierel.e test t de Student, I’analyse de variances a une voie (ANOVA) suivie
du testposthocapproprié (Tukey ou Dunnet) sont utilisés pour les analyses statistiques

comparativea I’aide du logiciel SigmaStat® 2.03.

Il - Tracage rétrogradeet immunocytochimie

1. Tracage rétrograde et immunocytochimie Fos

Les animaux (280-300g) soatesthésiés par injection intrapéritonéale d’hydrate de

chloral 400mg.kg et placés dans un cadre de stéréotaxie de type de Horsley-Clarke. Le
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traceur rétrograde fluorescent Fluorogold (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) ou
hydroxystilbamidine est préparé en solution a 4% dans du tampon phosphate sodique. Ce
traceur est ensuite injecté par iontophoréese (courant positif; 54A; 10-15 min) dans la Sp50
I’aide d’une micro pipette de verre (diameétre interne/externe: 0,58/1mm ; longueur
150mm ), étirée (PE-2, Narishige Instruments) et dont la pointe est coupée a 30um de
diametre interne sous loupe binoculair&njection est réalisée dans la portion dorsale de la
partie ventrolatérale du Sp50 (axe antéro-postérielil8 a -2,3mm par rapport a la ligne
inter-aurale ; latéralité2,6 a 3mm de la ligne médiane ; profondeur : 7 a 8mm sous la surface
du cerveau).

Deux jours apres ’injection du traceur rétrograde fluorescent Fluorogold, certains rats
sont anesthésiés par injection intrapéritonéale d’uréthane 1,1g.kg™ avant une injection de
formol (100pL a 5%) ou de capsaicine (100uL a 0,1%) dans la levre supérieure. Ces animaux
sont sacrifiés et perfusés deux heures plus tard par voiectirditgyue a 1’aide d’une solution
isotonique de sérum physiologique hépariné (25Utmsuivie d’une perfusion de
paraformaldéhyde 4% eat’acide picrique 0,8% dans un tampon phosphate. Les troncs
cérébraux sont prélevés et fixés une nuit dans du sucrose a 4°C. Des coupes corofales de 3
pum sont effectuéesl’aide d’un microtome a congélation (modele 1400, Leica Instruments).

Les réactions de double marquage immunohistochimique sont effectuées sur coupes
flottantes qui ont été incubées présence d’un anticorps primaire anti-fluorogold polyclonal
obtenu chez le lapin (anticorps anti-fluorogold, Chemicon, Temecula, CA,: U&900;
48h ; 4°C). Un rincage dans le TBS est effectué. Un anticorps secondaire biotinylé obtenu
chez la chevre et dirigé contre les anticorps de lapin (Jackson Immunoresearch, West Grove,
PA, USA : 1/200, 2h ; température ambiante) est utilisé avant incubation dans un complexe
avidine-biotine-peroxydase (kit Vector ABC, 90min, température ambiante). Enfin, la 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) est employég révéler I’'immunoréactivité du
fluorogold.

Les coupes flottantes sont ensuitgisées pour le second marquage en présence d’un
anticorps primaire anti-fos obtenu chez le lapin (c-fos Ab-2, Oncogene Research Products,
Cambridge, MA, USA : 1/1000, 48h ; 4°C). Le méme anticorps secondaire est employé a la
dilution de 1/400. La nickel-DAB peretde détecter Fos.

2. Tracage rétrograde et marquage des rNK1

Un autre double marquage est effectué stits4 L’injection du traceur rétrograde est

réalisée comme décrit au paragraphe précédent.
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Aprés une semaine, les rats injectés sont sacrifiés (pentobarbital) et perfusés. Des
coupes coronales de 30um du tronc cérébral et de la moelle cervicale haute sont e#fectuées
I’aide d’un microtome a congélation et incubées en présence de 1’anticorps primaire anti-
rNK1 (1/5000; 48h ; 4°C) avant révélation par un anticorps secondaire marqué au Cy3 (1/600;

2h ; température ambiante).

3. Montage des coupes et analyse

Les coupes de 30um sont ensuite montées sur lames gélatinées avant d’étre couvertes
de milieu de montage DPX. Tous les immunomarqueurs sont dilués dans du TBS contenant
0,25% de sérum albumine bovine et 0,3% de triton X-100. Les contréles de spécificité du
marquage consistent a omettre 1’anticorps primaire Ou a utiliser un anticorps secondaire
inapproprié aucun marquage spécifique n’est mis en évidence ainsi.

Les coupes sont analyséeBaide d’un microscope a fluorescence (Zeiss Axioplan 2
Imaging) couplé a une caméra digitale (Hamamatsu C4742-95) afin de déterminer les sites
d’injection, le marquage Fluorogoldlimmunofluorescence et I’internalisation des rNK1. Les
neuronesMK1-positifs et marqués rétrogradement sont comptés a 5 niveaux du Sp5C (sur un
plan rostrocaudal, de 0 a -1600um avec un intervalle de 400um, zéro étant la jonction entre le
Sp5I et le Sp5C). Les neurones qui n’ont pas internalisé les rNK1 présentent une
immunofluorescence uniforme au niveau de la surface cellulaire. A I’inverse, les neurones
ayant internalisé les rNK1 contiennent dans leur cytoplasme des endosomes
immunofluorescents. Nous avons considéré dans cette étude une internalisation des rNK1

lorsque 20 endosomes au moins étaient dénombreés.
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RESULTATS

|- Caractérisatiques du wind-up des neurones WDR
(“A role of Wind-up in sensory processing: intensityding of nociceptive stimuli”, Soumis)

L'objectif dece travail est d’étudier les caractéristiques et la fonction du wind-up des

neurones WDR trigéminaux.

1. Propriétés générales des neurones WDR du Sp50

Quarante neurones WDR ont été enregistrés au niveau du Sp50. Ces neurones n'ont
pas d'activité spontanée et leur champ récepteur cutané est intra- ou péri-oral. lls répondent
aux stimulations mécaniques nociceptives et non nociceptives de leur champ récepteur. Les
neurones WDR du Sp50 ont été activés par des stimulations électriques appliquées sur leur
champrécepteur. Ce type de stimulation a provoqué, en fonction de I’intensité utilisée, des
réponses qui apparaissent a des latences différentes, permettant ainsi 1’identification des fibres
nerveuses mises en jeu. La figérenontre sous forme de balayages uniques l'enregistrement
de la réponse d'un neurone a l'application de stimulations percutanées supraliminaires au
niveau de son champ récepteur excitateur. Le neurone répond par deux pics successifs de
potentiels d'action de latences différentes. La premier pic d'activation est obtenu a une latence
moyenne de 2,49 £+ 0,06msec et un seuil moyen de 0,12 + 0,02mA. Lorsqu'on augmente
l'intensité de stimulation, il apparait une réponse plus tardive a une latence moyenne de 84,32
+ 2,34n<ec Le seuil d'obtention de cette réponse a longue latence est en moyenne de 78,18 +
0,65mA. Etant donné que la distance entre le site d'enregistrement et le site de stimulation est
de 50nm environ, nous pouvons déterminer que les vitesses de conduction des fibres
périphériques responsables du premier et du second pic sont respectivement ee' 28m.s
0,6m.set. Ces valeurs correspondent respectivement aux activités du neurones liées a la mise
en jeu des contingents de fibres A giGasser & Erlanger, 1927; Burgess & Perl, 1973)

Parallelement a I’enregistrement des réponses neuronales, nous avons mesuré les
variations des parametres caraiseulaires lors de 1’application des stimulations électriques
de différentes intensités. L’application de stimulations électriques répétées a des intensités
inférieures ou égales a51fois le seuil des réponses C (0,5, 1 ou 1,5) n’entraine pas de
variations importantes de la pression artérielle moyenne. En revanche, I’application de
stimulations électriques supérieures ou égales a 2 fois le seuil des réponses 6 figuke

entraine une augmentation significative de la pression artérielle moyenne. Une augmentation
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de 6,5 £ 0,9mmHg a été observée a 3 fois le seuil des réponses C. Il faut remarquer que
I’augmentation de pression artérielle n’apparat qu’aprés un certain nombre de stimulation,
suggérant qu’une centaine sommation temporelle est nécessaire pour le déclenchement des
variations de pression artériellea fréquence cardiaque n’était pas notablement modifiée par
I’application de stimulations électriques nociceptives.

Le phénoméne de wind-up, qui consiste en I'augmentation progressive de la décharge
du neurone lors de l'application de stimulations électriques répétitives a une fréquence de
0,66Hz, a été observé pour tous les neurones enregistrés dans cette étude. Lallfigtree
un exemple représentatif de ce phénoméne de wind-up concernant les réponses d'un neurone
WDR du Sp50 lors de la stimulation de son champ récepteur. Noter que le premier stimulus
ne provoque que trés peu de potentiels d'action, cependant la réitération du stimulus provoque
une augmentation progressive de la réponse, plafonnant vers la 10éme stimulation a 3 fois le

seuil des réponses C.

2. Influence de ’intensité de stimulation sur le wind-up

Nous avons d’abord étudié I’influence de I’intensité de stimulation sur le wind-up des
neurones WDR. Nous avons appliqué 4 intensités de stimulations correspondant a 0,5, 1, 1,5
et 3 fois le seuil des réponses C (figufrB). Pour une fréquence de 0,66Hz, toutes les
intensités de stimulation entrainent un wind-L’amplitude du wind-up varie de fagon
linéaireen fonction de I’intensité de la stimulation (coefficients de détermination (R?) : 0,95 -

0,99). Il est faible a baisse intensité et presque maximal a 3 fois le seuil des réponses C.

Les figures7C et 7D montrentl’évolution temporelle de la réponse neuronale lors de
I’application répétitive de stimulations d’intensités différentes. Trois périodes se démarquent
dans 1’évolution temporelle des réponses: une augmentation progressive des réponses
pendant les premiéres stimulations, un plateau entre les 1G"8tstBnulations et une légére
diminution des réponseaudeld de la 18" stimulation. Le nombre de stimulations
nécessairepour atteindre le plateau varie en fonction de I’intensité de stimulation de fagon
inversement proportionnell&.’analyse des amplitudes des réponses initiales évoquées par les
différentes intensités de stimulation ne montre pas de différence significative. En revanche, a
partir de la 4™ stimulation, on note une nette différence dans les amplitudes des réponses
neuronales en fonction de l'intensité de stimulation. Ces données suggerent que la répétition
d’une stimulation permet au neurone de coder I’intensité de stimulation.

A basse fréquence (0,1Hz), l'application de stimulations électriques répétitives

n’entraine pas de wind-up. Ce phénomene a été observé pour toutes les intensités de

a7



stimulation (figure7E). Les pentes initiales ne varient pas fenction de I’intensité du
stimulus électrique appliqué au niveau du champ réceptésd (RI5).

A la fréquence de 0,66K ¥ analyse quantitative de la capacité des neurones WDR du
Sp50 a coder lintensité de stimulation montre une différence significative entre toutes les
intensités de stimulation. Il existe une relation linéaire (r=0,70) entre lintensité de la
stimulation électrique et I'amplitude de la décharge des neurones du Sp50. En revanche, a
plus faible fréquence (0,1Hz), la capacité de codage est réduite. On note une différence
significative seulement entre les réponses évoquées par 1 et 3 fois le seuil des réponses. Ceci
montre que I’augmentation de la fréquence de stimulation permet au neurone d’améliorer ses

Capacités de discrimination de I’intensité de la stimulation.
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Figure 6

Exemple individuel illustrant les variations des réponses neuronales et cardiovasculaires lors
de I’application répétitive de stimulations électriques nociceptives.

Le windup est obtenu par I’application d’une stimulation électrique supraliminaire de son

champ récepteur (2 fois le seuil des réponses C, 2nts@eHz). Chaque potentiel d’action

est représenté par un point. L’enregistrement simultané des parameétres cardiovasculaires
montre une augmentation de la pression artérielle.
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Figure 7
Influence de I’intensité et de la fréquence de stimulation sur le wind-up des neurones WDR du
Sp50.

A.Wind-up d’un neurone du Sp50 consécutif a une stimulation €lectrique répétée de son

champ récepteur cutané (0,66Hz; 2 msec; 3x seuil de réponse des fibres C; stimulations 1, 3,
6, 8 et 12 représentées).

B. Evolution de la réponse neuronale lors de 1’application répétitive (0,66Hz) de stimulations
électriqua d’intensité croissante. Les intensités de stimulations utilisées correspondent a 0,5,

1, 1,5 et 3 fois le seuil des réponses C. Un wind-up est observé pour toutes les intensités
supraliminaires (n=10 par groupe).

C. Corrélation entre la pente du wing-et I’intensité de stimulation. L’équation des courbes
réponses est analysée par régressions polynomiales de second ordre.

D. Des séries de 30 stimulations successives a 0,66Hz mettent en évidence une stabilisation
puis une baisse de la réponse au-dela de 10 stimulations.

E. Evolution de la réponse neuronale lors de ’application répétitive (0,1Hz) de stimulations
électrique d’intensité croissante. Les intensités de stimulations utilisées correspondent a 1,
1,5 et 3 fois le seuil des répong&s
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3. Le wind-up augmente transitoirement I’excitabilité des neurones WDR

Il a étérécemment montré que 1’excitabilité centrale générée par le wind-up entraine
principalement une augmentation de la taille du champ récepteur des neurones évoqués par
une stimulation a 3 fois le seuil des réponsgsiCet al, 1999b) Afin d’évaluer I’influence
de I’excitabilité centrale générée par le wind-up sur les réponses des neurones WDR, nous
avons réalisé le protocole suivant (figug&\). Nous avons appliqué un train de 300
stimulations répétées a 0,66Hz

- les 15 premiéres stimulations a une intensité de 0,5 fois le seuil des réponses C,
- dela 16™3ala 36™ a une intensité de 1,5 fois le seuil des réponses C,
- apartir de la 3™ a une intensité de 0,5 fois le seuil des réponses C.

Cette étude a permis de faire 2 observations. Premiérement, ’application d’une
stimulation a faible intensité suffisante pour activer les fibres C mais insuffisante pour mettre
en jeu une réponse C des neurones WDR (0,5 fois le seuil) entraine une modification de
I’excitabilité centrale illustrée par une amplification des réponses évoquées par une intensité

égale a 1,5 fois le seuil des réponses C. Au cours des stimulations 16 a 30, toutes les réponses

(4), y compris les réponses initiales, sont augmentées par rapport a des stimulations

effectuées sans conditionnemési (figure 8B). Cependant, la pente d’amplification, c'est-a-

dire le wind-up, est inchangée. Deuxiémement, a partir de la stimulation 31, on note une
baisse rapide de I’amplitude des réponses qui reste cependant a un niveau supérieur a celui

évoqué initialement durant les 15 premiéres stimulatibfisyperexcitabilité des neurones

persiste pendant les 90 stimulations suivantes, soit environ 2 minutes gfigure
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Le windup augmente transitoirement 1’excitabilité¢ des neurones WDR du Sp50.

Application d’un train de 300 stimulations ¢€lectriques répétées a 0,66Hz pour une intensité de
stimulation de 0,5 fois le seuil de réponse des fibres C hormis pour les stimulations 16 a 30
pour lesquelles I’intensité est augmentée a 1,5 fois ce méme seuil (n=10 par groupe).

A. Somme des potentiels d’action obtenus pour des blocs de 15 stimulations successives a 0,5

fois le seuil (en gris) et 1,5 fois le seuil (en noir).

B. Représentation du nombre de potentiels obtenus a chacune des stimulations pour les blocs

1, 2, 3, 4 et 5. Les stimulations effectuées au cours du train de 300 stimulations sont notées
et » (0,5x et 1,5x seuil, respectivement). Un train isolé de 15 stimulations a 1,5x le seuil est
représenté&dy).
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4. Discussion

Le Sp50 constitue la division la plus rostrale du noyau spinal du complexe sensitif du
trjumeau. Ce noyau a €été recemment impliqué dans le traitement des messages nociceptifs
issus préférentiellement des régions buccales et péribuccales. Il contient des neurones qui
répondent la fois aux stimulations tactiles et nociceptices, c’est a dire des neurones WDR.

Ces neurones codent d’une fagon remarquable l'intensit¢ des stimulations électriques et
meécaniques appliquées sur leur champ récepteur. Ces neurones sont activés par la mise en jeL
de fibres myélinisées de type A et par des fibres amyéliniqBsilel et al, 1999).Enfin, le
phénoméne de wind-up est exprimé par la majorité des neurones WDR du Sp50. Cette
caractéristique a été mise a profit pour étudier les caracteristiques du wind-up, sa fonction et
les conséquences du wingd-sur I’excitabilité centrale.

Dans ce travail, nous montrons que lorsque des stimulations répétitives nociceptives
sont applijuées a une fréquence de 0,66Hz, il existe une relation linéaire entre I’intensité de la
stimulation et la pente du wind-up. En revanche, aprés application de stimulations
nociceptives a basse fréquence (0,1Hz), ne mettant pas en jeu le phénomene de wind-up, cette
relation n’est plus vérifiée. En accord avec les travaux précédents effectués dans la corne
dorsale de la moelle ou le SpgDickenson & Aydar, 1991; Mengt d., 1997; Craig &
Andrew, 2002) nos résultats montrent que les réponses initiales évoquées par les différentes
intensités de stimulation sont tres proches. De méme, les études psychophysiques chez
I’homme ont montré que l’intensité¢ de la sensation initiale évoquée par des stimulations
électriques ou thermiques d’intensités différentes est similaird_.undberget al, 1992; Vierck,

Jr. et al, 1997; Nielsen & Arendt-Nielsen, 1998 ependant, des différences dans
I’amplitude des réponses neuronales évoquées par des intensités différentes apparaissent avec

la répétition des stimuli. Une différence dans I’intensité des sensations s’observe également

chez ’homme lors de la I’application de stimulations répétitives(Poulos et al, 1984;
Lundberget al, 1992; Vierck, Jret al, 1997; Nielsen & Arendt-Nielsen, 199&)es résultats
suggerent que le winap permet d’améliorer les capacités de discrimination de 1’intensité de
stimulations nociceptives de courte durée. Il est intéressant de noter que le wind-up est une
caractéristique des neurones WDR qui sont connus pour leur aptitude a coder de fagon fine et
notammentl’intensité des stimulations nociceptives. En revanche, les neurones nociceptifs
spécifiques (NS), qui ne présentent qu’exceptionnellement un wind-up, ont une capacité de
codage réduite de I’intensité du stimulus nociceptif (Schouenborg & Sjolund, 1983; Priee

al., 2003)
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L’analyse de 1’évolution temporelle des réponses neuronales lors de I’application de
stimulations électriques répétitives montre que les réponses suivent trois périodes : une
augmentation initiale suivie d’un plateau puis une diminution progressive des réponses. Une
évolution comparable a été obtenue lors d’enregistrement dans la moelle de neurones WDR,
de motoneuronegSchouenborg & Sjélund, 1988} de réflexes aux fibres (Gozariuet al,
1997).Chez le singe, Wagman et Price ont constaté que le phénoméne de wind-up initial était
suivi par une diminution des répons@&agman & Price, 1969)Les mécanismes sous-
tendant cette baisse des réponses neuronales seraient d’origine supraspinale. En effet
I’augmentation progressive des réponses d’une stimulation a la suivante serait plus marquée
chez le rat spinalisé que chez le rat non spindldzariuet al, 1997). Un mécanisme
similaire pourrait agir sur le wind-up des neurones WDR du Sp50.

En ce qui concerne’ihfluence du wind-up sur I’excitabilité centrale, Li et
collaborateursont montré que [’excitabilité centrale générée par le wind-up entraine
principalement une augmentation de la taille du champ récepteur des neurones évoqués par
d’une stimulation a 3 fois le seuil des réponses C (Li et al, 1999b) Ills ont également montré
que I’excitabilité dure environ 100 secondes. Dans notre étude, nous avons évalué¢ 1’effet de
I’excitabilité des neurones générée par le wind-up sur des réponses des neurones WDR
évoquées par des stimulations électriques infraliminaires (égale a 0,5 fois le seuil des réponses
C). Nous avons constaté, apres le conditionnement, une augmentation de 1’amplitude des
réponse évoquées par 1’application de stimulations a 0,5 fois le seuil des réponses C. Ce
phénomene dure environ 2 min.

En conclusion, nos travaux suggérent que le wind-up est un phénomeéne physiologique
permettant le codage de D’intensité de stimulation nociceptive de courte durée. La
modification d’excitabilité générée par le wind-up entraine essentiellement une facilitation
des Eponses évoquées par la mise en jeu des fibres C. Elle n’induit pas de modification
responsable de symptomes douloureux rencontrés en clinique tell’lgyperalgésie
secondaire. Ainsi, I’augmentation de I’excitabilité centrale générée par le wind-up et la

sensibilisation centrale sont des phénoménes différents.
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lI- Role des rNMDA dans la modulation du wind-up

(Bidirectional modulation of wind-up by NMDA receptors in the rat spinal trigeminal
nucleus, European Journal of Neuroscience, 2004)

Les mécanismes sous-tendant le wind-up ont fait I'objet d'une recherche tres active au
cours de ces dernieres annéegrreroet al, 2000) Les travaux ont clairement démontré
I'implication des rNMDA. Les données immunohistochimiques ont montré que les rNMDA
sont présents dans les couches superficielles et profondes de la moelle et du Sp5C, ainsi que
dans le Sp50. Le role fonctionnel de ces récepteurs dans leupvim@st pas clairement
établi sachant que les neurones des couches superficielles qui sont majoritairement des
neurones nociceptifs ont peu ou pas de wind-up mais recoivent directement les messages
véhiculés par les fibres C alors que les neurones des couches V (moelle et Sp5C) et Sp50
présentent le phénoméne de wind-up mais recgoivent indirectement les messages véhiculés par
les fibres C.

Dans cette étude, nous souhaitons répondre a deux questions

- Comment I’information nociceptive provenant des fibres C est-elle transférée vers
les neurones WDR?

- Quel est le role des rNMDA dans la modulation du wind-up des neurones WDR?

1. Voies d’activation des neurones WDR par les fibres C

Nous avons combiné 1’étude de I’expression de c-fos a la suite d’une stimulation
nociceptive (capsaicine 0,1% dans la lévre supérieure), permettant d’identifier les neurones
nociceptifs, avec celle du tracage rétrograde (Fluorogold) a partir du Sp50, pour désecte
neurones du Sp5C projetant sur le Sp50. Fos est fortement révélée au niveau des couches I-1lI
du Sp5C (n=5)get trés peu au sein des couches plus profondes (figliye Nous avons
observé que les corps cellulaires des neurones marqués de facon rétrograde depuis le Sp50
(n=8) sont localisés au sein des couches Il et IV du Sp5C homolatéral, également dans la
couche V et moins fréquemment dans la couche Il (fi@e Les neurones doublement
marqués dans Sp5C se situent dans la couche | et la zone la plus superficielle de la couche Il
(figures9D et B.

Ces données suggerent que 1’information nociceptive véhiculée par les fibres C parvient
aux neurones WDR par I’intermédiaire d’interneurones dont les corps cellulaires sont

localisés dans les couches superficielles du Sp5C.
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Figure 9

Voies d’activation des neurones WDR par les fibres C

A. Site d’injection du Fluorogold dans le Sp50 pour les animaux controles et les animaux
pour lesquels les nocicepteurs C son sélectivement activés par injection de capsaicine (0,1%)
dans la Iévre supérieure du rat.

B. Vue a faible grossissement de la partie rostrale du Sp5C montrant la présence de neurones
marqués apres tracage rétrograde.

C. Image de noyaux immunopositifs pour Fos dans la partie rostrale du Sp5C suite a
I’injection de capsaicine dans la lévre supériewdkel’animal.

D. Vue au fort grossissement des neurones doublement marqués (immunopositifs pour le
fluorogold et pour Fos ; ces neurones sont indiqués par des fleches).

E. Schémas illustrant la distribution des neurones doublement marqués a trois niveaux du
Sp5C (n=5 rats).

Les couches | a V du Sp5C, ainsi que la racine descendante du CST (Vtr) sont indiqués.

La taille des barres de calibration est mentionnée.
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2. Les rNMDA situés dans le Sp50 sont impliqués dans le phénoméne de wupl-

L’objectif de cette étude est donc de préciser le rOle des rNMDA dans le wind-up.
Nous avons évalué les effets de la migfeetion d’antagonistes (APV, MK801) et d’un
agoniste (NMDA) des rNMDA dans le Sp5C ou le Sp50, sur les réponses des neurones WDR
du Sp50 provoquées par la stimulation électrique transcutanée de leur champ récepteur

excitateur (figureLOA).

Dans ce travail, cinquante-cing neurones ont été enregistrés dans le Sp50. La grande
majorité de ces neurones ne sont pas spontanément actifs mais répondent a des stimulations
mécaniges d’intensité croissante de leur champ récepteur situé dans la région péri orale ou
nasale (exclusivement maxillaire [n=43] ou ophtalmique [n=1], mixte [n=11]). Comme décrit
précédemment, les neurones répondent par deux pics successifs de potentiels d'action de
latences différentes (figur@0C). La premier pic d'activation est obtenu a une latence
moyenne de 2.51 = 0,11 etset un seuil moyen de 0,30 = 0,05 mA. Lorsqu'on augmente
l'intensité de stimulation, il apparait une réponse plus tardive a une latence moyenne de 81,18
+ 3,49 mec. Le seuil d'obtention de cette réponse a longue latence est en moyenne de 7,49 +
0,61 mA. Ces valeurs correspondent a des vitesses de conduction périphériques de fibres A et
C. Enfin, tous les neurones enregistrés présentent un phénomeéne de wind-up lors de

I’application de stimulations électriques répétitivee de leur champ récepteur (fibLisg

La micro-injectiond’ APV (2fmol) dans le Sp5O (n=7) a provoqué une diminution du
wind-up des neurones du Sp50 de 24 + 6% apres 40min (p<0,05) avec un retour progressif et
presque complet obtenu 75min apres injection. Ce résultat montre que le wind-up des
neurones WDR du Sp50 dépend des rNMDA situés localement (figéret B. La réponse
initiale aux latences C est diminuée de fagcon non significative de 8,1 + 25 a 53 + 24
potentiels d’action (n=7). Les réponses aux latences A ne sont pas significativement

modifiées par I’injection d’APV.
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Figure 10

Les neurones WDR du Sp50 présentent un wind-up en réponse a des stimulations
nociceptives repétitives des fibres C

A. Diagramme schématique illustrant le protocole expérimental suivi en électrophysiologie.

B. Evolution au cours des 30 stimulations successives du nombre moyen de potentiels
d’action obtenus aux latences des fibres C (x erreur standard) pour les 55 neurones

enregistrés.
C. Exemple individuel montrant les réponses cumulées de 30 stimulations électriques (durée

2msec; fréquence : 0,66Hz ; intensitgx seuil de réponse C) enregistrées a partir d’un
neurone WDR isolé.
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Le wind-up des neurones WDR du Sp50 dépend des rNMDA situés localement.

A. La micro4injection de I’antagoniste des INMDA APV (2fmol) dans le Sp50 diminue de
facon réversible le wind-up des neurones WDR du Sp50.

B. Histogrammes post-stimulus(PSTHstrant le décours temporel de I’effet d’APV sur les
réponses cumulées d’un neurone du Sp50.
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Les micro-injections de NMDA (1nmol) provoquent un déclenchement immédiat et
systématique de bouffées de potentiels d’actions pendant une minute (1746 + 46 potentiels
d’action). Elles provoquent €également une augmentation réversible du wind-up del®®6 a
5min (p<0,001) pour 12 des 17 neurones enregistrés dans le Sp50, avec un retour constaté 15
minutes apres injection (figuréA et B. Pour 5 autres neurones, les micro-injections de
NMDA sont restées sans effet sur le wind-up. La réponse initiat pas augmentée de
facon significative par I’administration de NMDA dans le Sp50 (de 47,7 a 6,1+ 1,3
potentiels d’action ; n=12).

Des micro-injections répétées de NMDA entrainent une augmentation progressive des
décharges de potentiels d’action des neurones WDR (figure2C). Cet effet est bloqué par
injection intraveineuse de MK-801 (0,15mg#gLes résultats montrent que I’activation des

rNMDA présents dans le Sp50 peut faciliter le phénomene du wind-up.

3. L’activation des rINMDA dans le Sp5C diminue le wind-up des neurones du
Sp50

Cette série d’expérimentions a pour objectif 1’évaluation de I’influence des récepteurs
NMDA du Sp5C sur le wind-up des neurones WDR du Sp50. Contrairement aux effets
constatés lors de micro-injections dans le Sp50, nous avons observé que la micro-injection
d’APV (1fmol) dans les couches superficielles du Sp5C provoquait, aprés un délai de 10
minutes, une augmentation de 83 + 44% (p<0,05, n=9) du wind-up des neurones du Sp50
avec un retour obtenu au bout de 35 minutes (figligéset B). La réponse initiale n’était pas
affectée par la micréjection d’APV (de 4,4 £ 0,7 a 6,0 + 0,9 potentiels d’action ; n=9). De
méme, les réponses dues a la mise en jeu des fibres A ne sont pas modifiées par la micro-
injection d’APV. En revanche, la micro-injection de NMDA dans les couches superficielles
du Sp5C entraine une diminution dose dépendante du wind-up des neurones du Sp50 (figures
14A a Q sans affecter la réponse C initiale et les réponses dues a la mise en jeu des fibres A.
L'effet du NMDA vaie en fonction de la localisation du site d'injection (figlif®). Les
micro-injections de NMDA dans les couches superficielles (I-1l, n = 5) entrainaient une
abolition totale et rapide de la réponse aprés 5 min. Dans les couches -1V, (de= 4),
NMDA entrainait une abolition partielle des réponses. Dans les couches profondes (V-VI, n =
4), le NMDA n'induisait de réduction des réponses C qu'au bout de 25 minutes. Ces résultats
suggerent que I’effet du NMDA micro-injecté dans les couches profondes est lié a une

diffusion de la molécule vers les couches superficielles.
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Les INMDA du Sp50 sont impliqués dans le wind-up des neurones WDR du Sp50.

A. Une micro-injection de 1nmol de NMDA dans le Sp50 provoque une augmentation
réversible du wind-up du neurone enregistré dans le Sp50.

B. Histogrammes post-stimultfiustrant le décours temporel de I’effet de NMDA sur les

réponses cumulées d’un neurone isolé dans le Sp50.

C. L’activation a faible fréquence des rNMDA par micro injections répétées de NMDA

(Inmol) dans le Sp50 est capable de reproduire le wind-up. Cette réponse est bloquée par
injection intraveineuse de MK-801 (0,15mggUn exemple individuel est illustré a gauche

et les résultats moyens sont figurés a droite.
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Figure 13
Le wind-up des neurones WDR du Sp50 est diminué par activation des rNMDA situés dans

les couches superficielles du Sp5C.
A. La micro4njection de I’antagoniste APV (1fmol) dans les couches superficielles du Sp5C

augmente le windyp des neurones WDR du Sp50 de fagon réversible. Les sites d’injection

sont figurés a droite.
B. PSTH illustrant le décours temporel de I’effet de 1’injection d’APV dans le Sp5C sur les

répmses cumulées d’un neurone du Sp50.
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L’activation des INMDA localisés dans les couches superficielles du Sp5C inhibe le wind-up

des neurones WDR du Sp50.

A. La micro-injection de NMDA (0,1nmol) dans les couches superficielles du Sp5C diminue
le wind-up des neurones WDR du Sp50 de fagon réversible. Par soucis de lisibilité, les barres
d’erreur ont été omises pour la courbe de retour, 10min apres injection de NMDA. Les sites
d’injection sont figurés a droite.

B. Histogramme post-stimulus illustit le décours temporel de I’effet de I’injection de
NMDA dans le Sp5C sur les répossamulées d’un neurone du Sp50.

C. L’effet inhibiteur du NMDA appliqué dans les couches superficielles du Sp5C est dose
dépendant. (* significativement différent des consdjei précédent 1’injection)

D. L’effet inhibiteur du NMDA dépendant du site de la micro-injection.
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4. Discussion

Nos résultats montrenfu’un nombre important de neurones nociceptifs WDR situés
dans le Sp50 sont contactés par une sous population d’interneurones qui conduisent
I’information nociceptive depuis les couches superficielles du Sp5C ou aboutissent les
afférences de type M’autre part, la fonction des rNMDA dans le phénomene de wind-up
dépend de leur localisation dans les réseaux neuronaux segmentaires de la nociception. Ainsi,
’activation des INMDA situés dans le Sp50 amplifie le phénoméne de wind-up des neurones
nociceptifs WDR situés dans le Sp50, alors tjaetivation des INMDA situés dans les
couches superficielles du Sp5C met en jeu un mécanisme inhibiteur de ce phénomene. Nous
pouvons ainsi proposer un nouveau role inhibiteur des rINMDA dans les mécanismes de la
nociception au niveau segmentaire. Ce mécanisme inhibiteur est activé de fagcon non tonique,
car APV n’a pas d’effet sur ’activité spontanée.

Comme lors de travaux antérieurs, la distribution du marquage de Fos, induit par la
capsaicine, se situe dans les couches | et Il du Sp5C ou aboutissent les terminaisons des fibres
C (Huntet al, 1987; Strassman & Vos, 1993Jompte tenu de la faible dose de capsaicine
employée (0,1%), on peut penser que seules les fibres C ont été gttnieées, 1991et que
I’expression de Fos résulte donc déactivation des afférences nociceptives de type C. Le co-
marquage Fos avec le traceur rétrogrdhi®rogold) a montré I’existence d’interneurones des
couches superficielles du Sp5C qui véhiculent les messages des afférences de type C vers les
cellules WDR du Sp50. Ce résultat est en accord avec ceux publiés aup@paliahét al.,

1998; Parket al, 2001; Chianget al, 2002) Cette relation anatomo-fonctionnelle Sp5C-
Sp50 est retrouveée au niveau de la corne dorsale de la moelle ou il a été montré que les
neurones WDR des couches profondes étaient contactés par une voie polysynaptique
véhiculant les messages de type C depuis les couches superfiflaite® Greenspan, 1985;

Light & Kavookjian, 1988; Liet al, 1999c; Nakatsukat al, 2002)

Nos travaux indiquent qu’a I’aboutissement du réseau nociceptif segmentaire, c’est a
dire dans le Sp50, le wind-up des neurones WDR est €laboré en partie par des rNMDA de ce
noyau. Ils confirment ceux, antérieurs, sur I’implication des INMDA dans 1’élaboration du
wind-up des neurones de la corne dorsale de la m@shaes & Lodge, 1987; Dickenson &
Sullivan, 1990)t du CST(Paradeet al, 1997; Luccarinet al, 2001; Wodaet al, 2001) Au
niveau cellulaire, la sommation temporelle des potentiels lents excitateurs post synaptiques

peut conduire & une dépolarisation cumulat{&vilotti et al, 1993) engendrant des
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ouvertures supplémentaires desepfeurs canaux (Mg dépendant) et peut ainsi promouvoir

un wind-up(Woolf & Salter, 2000)Il est improbable que la libération de glutamate par les
fibres C atteigne directement les récepteurs NMDA postsynaptiques des neurones WDR du
Sp50, comme ceux de la couche V de la corne dorsale de la rfioghe & Perl, 1979b;

Ralston, Il & Ralston, 1982; Sugiud al, 1986; Dallelet al, 1998) On peut penser que le
glutamate qui active les rNMDA des cellules WDR du Sp50 ou des couches profondes de la
corne dorsale est libéré par des interneurones transmettant le message nociceptif depuis les
neurones des couches superficielles.

Cependant malgré I’amplification de la réponse de type C durant le wind-up, ce
dernier demeure sous un contréle inhibiteur NMDA dépendant. Cette inhibition dépend des
rNMDA localisés dans les couches superficielles comme cela avait été suggéré par des
travaux antérieur_uccariniet al, 2001; Wodeet al, 2001) Ce mécanisme est différent des
contréles inhibiteurs hétérotopiques (comme le CIDN) car il est mis en jeu lors de la
stimulation du champ récepteur du neurone WDR enregistr@’est pas tonique mais
consécutif a une stimulation nociceptive périphérique au niveau du champ récepteur du
neurone considéré.

Il ne semble pas dépendre de la mise en jeu des fibres de gros diamétre myélinisées
(type AB) car I’inhibition n’est pas mise en jeu a partir des couches-IN de la corne dorsale
de la moelle ou sont retrouvées la plupart des terminaisons des fiprésght & Perl,
1979a; Willis & Coggeshall, 1991pPe plus, au niveau de la corne dorsale de la moelle, les
rNMDA sont impliqués dans la neurotransmission des messages nociceptifs (via les fibres C)
et non pas ceux d’origine non-nociceptive (Morris, 1989; King & Lopez-Garcia, 1993).
Plusieurs types d’interneurones inhibiteurs contenant du GABA, de la glycine ou des
enképhalinegHunt et al, 1981; Todd & Lochhead, 199@nt été décrits dans les couches
superficielles de la corne dorsale du rat. Ces interneurones pourraient étre impliqués dans
I’inhibition du wind-up NMDA dépendante. En effet, les terminaisons des afférences
primaires amyéliniqgues contactent des neurones GABAergiesardiet al, 1995) De
plus, certains de ces neurones inhibiteurs expriment Fos lors de stimulations nociceptives
(Todd et al, 1994) Cette expression de Fos, induite par injection intradermique de
capsaicine, au niveau des neurones GABAergiques peut étre diminuée par administration
d’antagoniste des INMDA (Zou et al, 2001)

En conclusion, le réle des rNMDA segmentaires dépend donc étroitement de leur
localisation au sein des réseaux nociceptifs segmentaires. Alors que certains rNMDA

contribuent effectivement a [’amplification du message douloureux, d’autres agissent
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simultanément dans le sens opposé. Le modele trigéminal permet donc de montrer que, dés
I’étage segmentaire, existe un ajustement permanent de I’amplification du message
douloureux.

En situation physiologique, un tel mécanisme pourrait prévenir la sensibilisation a la
douleur, c’est a dire la transformation d’une douleur normale en douleur anormale. En
situation pathologique, ’atteinte de ce mécanisme pourrait aboutir a 1’expression d’une
douleur exagérée. De facon plus générale, ce mécanisme pourrait constituer une cible

permettant d’intervenir dans la modulation du processus d’amplification de la douleur.
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lll- Les rNK1 dans la modulation du wind-up
En accord avec les données de laérature, 1’étude précédente a démontré

I'implication des rNMDA dans le wind-up des neurones WDR. Toutefois, le blocage des
rNMDA diminue partiellement le wind-up mais ne le supprime (ssso & Hounsgaard,

1994; Baranauskas & Nistri, 1996; Morisset & Nagy, 19€#ci fait supposer la mise en jeu
d'autres récepteurs impliqués dans ce phénomene. Plusieurs arguments plaident en faveur d'un
réle des rNK1 dans la modulation du wind{ielisteinet al, 1990; Xuet al, 1992; Lairdet

al., 1993; Budai & Larson, 1996; Baranauskas & Nistri, 1998; De Felipd, 1998) Par

exemple, I’administration intrathécale ou intraveineuse d’antagonistes des rNKI1 réduit le

wind-up des neurones WDR et des motoneurones de la nidelieéme, 1’ablation sélective

des neuronesNK1-positifs des couches superficielles par administration intrathécale du
complexe substance P/sapor{iMantyh et al, 1997)réduit le wind-up des neurones WDR.

Enfin, les résultats obtenus au cours de ces dernieres années chez des souris transgénique:
mutantes pour le gene du précurseur de la substance P (préprotachychinine A) @u pour |
récepteur NK1 montrent que le wind-up dépend en partie des (N&Felipeet al, 1998;

Suzukiet al, 2003) Récemmentl’équipe de Suzuki a montré que le wind-up des neurones

WDR de la couche e la moelle ne dépend pas des rNK1 des neurones de projection de la
couche I suggérant que ce phénomeéne dépend d’un mécanisme segmentaire (Suzukiet al,

2002) L’objectif de cette étude est d’identifier le réseau neuronal segmentaire sous-tendant le

wind-up des neurones WDR trigéminaux. Il est intéressant de noter que la majorité des
neurones qui expriment le wing- n’expriment pasle rNKI1 suggérant que ’effet de la
substance P sur le wind-up est indirect ou met en jeu un mécanisme de transmission

volumique.

1. Le wind-up est dépendant des récepteurs NK1

Dans un premier temps, nous avons évalué¢ I’effet de I’administration intraveineuse
d’antagonistes des rNK1 sur les réponses des neurones WDR du Sp50. Compte tenu de la
faible spécificité de certains antagonist@ipniak et al, 2003) nous avons utilisé deux
molécules, le SR140333 et le RP67580administration intraveineuse de SR140333 a
provoqué une inhibition dose-dépendante du wipdies neurones WDR du Sp50. L’effet

maximal est obtenu pour une dose de 36}ify.K§ minutes aprés injection : le wind-up est

inhibé de 69t 9% (figure15A et B). L’effet de SR140333 dure 45 min pour une dose de

12pg.kg', 60 min pour des doses de 36 et 108py.Kq plus faible dose de SR140333
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(6pg.kg!) reste sans effet significatiDe plus, cet antagoniste des rNK1 affecte aussi la

réponse globale de facon réversif2 + 4%) (figure 15C). Une faible proportion de

neurones (17%) n’est pas sensible au SR140333.
Les injections intraveineuses de RP67580 (2km') produisent également une

inhibition significative du wind-up (62 6%) pour 7 des 13 neurones WDR enregistrés dans

le Sp50.L’effet est maximum 40min aprés 1’injection et dure environ 1h30.

2. Une population d’interneurones exprimant le rNK1 connectent le SpSC au

Sp50

A. Approche neuroanatomique
Les neurones du Sp50 n’expriment pas ou trés peu le tNKI1. De plus, les afférences

des fibres C peptidergiques ne se terminent pas dans le Sp50, hormis dans sa portion
dorsomédiale. En revanche, nous avons précédemment montré que des interneurones
connectent le Sp50 depuis les couches superficielles du Sp5C. Les afférences des fibres C
aboutissent dans cette région et des neurones exprimant le rNK1 y sont gkéssim®t al,

2002)

La question est de savoir si des neurones trigéminaux exprimant le rNK1 peuvent
véhiculer I’information nociceptive transmise par la substance P depuis les couches
superficielles du Sp5C vers les neurones WDR du Sp50. Pour répondre a cette question, des
micro-injections localisées du marqueur rétrograde Fluorogold sont effectuées dans le Sp50
de 6 rats (les sites d’injection du traceur sont illustrés en haut et a droite des figifidset
17A). Les corps cellulaires des neurones marqués de facon rétrograde sont présents dans les
couches I, Il externes et, pour la plus grande part, dans les couches lIll, IV et V du Sp5C du
coté ipsilatéral. Une immunodétection des rNK1 a été effectuée sur les mémes coupes. Dans
le Sp5C, les neurones contenant les rNK1 sont retrouvés préférentiellement dans la couche |1,
la couche Il externe, faiblement dans la couche IV et sont absents de la couche Il interne
(figures16A et B.

Chez quatre rats, les cellules doublement marquées ont été retrouvés essentiellement
dans la couche Ill dans la partie rostrale du noyau : 18 + 8% des neurones doublement
marqués sont dans les couches llI-1V (figléd).

Afin de s’assurer que I’information véhiculée par cette population de neurones

exprimant le rNK1 peut étre de nature nociceptive, une derniere expérience est menée sur 3
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rats par une injection de 100pL de formol 5% dans la levre supérieure 6 minutes avant

sacrifice et perfusion des animaux.

o SR 6 pg.kg"
A B — SR 12 ug kg
Control % —— SR 36 ug.kg"
ontrole £ 1257 —— SR 108 pg.kg"!
40 ,° SR (36 pg.kg”) 8
\H s 1004 %
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Figure 15

Des injections intraveineuses de I’antagoniste des INK1 SR140333 diminuent le phénomene

de wind-up des neurones WDR du Sp50 de fagon dose dépendante.

A. L’injection intraveineuse de SR140333 (36pg.kd) entraine une diminution du winap

des neurones WDR du Sp50 de 69% 45min apres injection par rapport au contrdle @éalable
I’administration (N=6).

B. Effet dose réponsdu SR140333 montrant un effet inhibiteur réversible de la réponse C
des neurones WDR du Sp50 maximum & partir de 36[idtkep par groupe).

C. PSTH illustrant le décours temporel de ’effet de ’injection intraveineuse de SR140333
(3619.kg") sur les réponses cumulées d’un neurone du Sp50 isolé.
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Figure 16
Unepopulation d’interneurones qui connectent le SpSC au Sp50 exprime le récepteur NK1.
A. Distribution des cellules qui connectent le Sp5C au Sp50 et qui expriment fion @)
le récepteur NK1 a 4 niveaux du Sp5C chez un rat représentatif. Le site d’injection du
fluorogold (Sp50) est figuré en haut a droite.

Images numérigues montrant des exemples de neurones du Sp5C:
B. marqué rétrogradement.
C. immunopositif pour le rNK1.
D. doublement marqués.
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Ce stimulus nociceptif entraine une internalisation des rNK1 dans les corps cellulaires
des neurones présents dans les couches |, dans les dendrites situés dans les couches | et |l
mais aussi dans les neurones situés dans les couches Il et Il {fijuk@ quasi-totalité des
neurones doublement marqués est rencontrée dans la partie ventrale de la couche Ill, a un
niveau caudal (figur@7A).

Ces résultats montrent qu’il existe dans la couche III du Sp5C une sous population
d’interneurones exprimant le rNK1, qui est capable de véhiculer une information nociceptive

vers les neurones WDR du Sp50.

v Sp50

——

-400 pm

Figure 17

L’internalisation des rNK1 dans les interneurones connectant le Sp5C au Sp50 a la suite

d’une stimulation nociceptive.

A. Distribution des neurones internalisant le récepteur NK1 en réponse a une injection de
formol dans la levre supérieure a 4 niveaux du Sp5C chez un rat représentatif. Les cellules
projetant (m) ou non () sur le Sp50 sont figurées. Le sifénjection (Sp50).est visualisé en

haut a droite.

B. Image numérique montrant un exemple de neurones du Sp5C internalisant les récepteurs
NK1 suite a une injection de formol dans la levre supérieure.

C. Image numérique montrant un exemple d’un méme neurone marqué par le traceur
rétrograde et qui internalise le récepteur NK1.
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B. Modulation du wind-up des neurones du Sp50 par des interneurones
rNK1-dépendants localisés dans le Sp5C

Pour déterminer I’implication des interneurones mis en évidence dans la modulation
rNK1 dépendante du wind-up des neurones WDR du Sp50, des micro-injections
d’antagonistes des rNK1 sont réalisées localement dans les couches superficielles (I a Ill) du
Sp5C tandis que I’on enregistre 1’activité de neurones WDR du Sp50 : le protocole
expérimental est schématisé sur la figliB&€. Les micro-injections de 0,5uL de SR140333
(0,3nmol) produisent une inhibition réversible et significative pour 7 des 15 neurones WDR
enregistrés dans le Sp&®DI’effet dure 50min (figure 18A). Une diminution maximale de 47
+ 2% du wind-up est obtenue 25min apres injection de SR140333. Comme précédemment,
cette substance affecte plus généralement la réponse C qui est inhibée d&o3flgure
18B). Les micro-injections du second antagoniste RP67580 (4mtans 0,5u) entrainent
une diminution significative de 5% 2% du wind-up 25min aprés administration pour 10 des
23 neurones WDR étudiés (figufe3A). La réponse C estleiméme affectée par cette

substance (4& 8%).

Les micro-injections de 20nL de SR140333 (0,01nmol; n=4) et de RP67580
(0,2nmol; n=3) a proximité du site d’enregistrement dans le Sp50 n’ont aucun effet sur le
wind-up des neurones enregistrés.

Ces résultats montrent que la modulation du wipdépendant de I’activité des rNK1

des neurones des couches superficielles du Sp5C.
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Figure 18

La micro4njection d’antagonistes des rINK1 dans le Sp5C diminue transitoirement le

phénomeéne de wind-up des neurones WDR du Sp50.

A. L’injection de SR140333 dans le Sp5C 0,3nmol entraine une diminution du wind-up des
neurones WDR du Sp50 de 47 %25min apres injection (n=7).’injection de RP67580

dans le Sp5C 4nmol entraine une diminution du wind-up des neurones WDR du Sp50 de 57 +
2% 25min apres injection (n=10).

B. PSTH illustrant le décours temporel de I’effet de SR140333 0,3nmol injecté dans le Sp5C

sur les réponses cumulées d’un neurone du Sp50 isolé.

C. Diagramme schématique illustrant le protocole expérimental suivi en électrophysiologie.
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3. Discussion

Nos résitats ont permis d’une part d’identifier un mécanisme de modulation du wind-
up des neurones WDR trigéminaux et d’autre part de localiser au niveau segmentaire un tel
mécanisme.

En premier lieu, nous avons montré que le wind-up des neurones nociceptifs du Sp50
était modulé par la mise en jeu des rNK1 de la substance P. Ce résultat est conforme a ceux de
la littérature qui ont montré I’implication du rNK1 dans le phénoméne de wind-up au niveau
spinal. En effet, les administrations systémique ou intrathécaleagonistes des rNK1 ont
pu entrainer une réduction du wind-up (cf introduction) et, plus particulierement, cette
réduction a été obtenue au niveau des neurones de la corne dorsale apres blocage du récepteu
par le RP67580 chez le r&@&hapman & Dickenson, 1993De méme, I’utilisation d’un
modéle de souris KO a permis de montrer que le wind-up des neurones WDR de la corne
dorsale était significativement réduit chez les animaux dont le géne codant pour le rNK1 avait
été inactivgDe Felipeet al, 1998; Wenget al, 2001; Suzuket al, 2003)

Dans un deuxieme temps, par les migtfieetions d’antagonistes des rNKI1 et
I’approche morphofonctionnelle, nous avons montré que le wind-up des neurones du Sp50
était dépendant de I’activation des rNK1 d’interneurones ascendants situés dans les couches
superficielles du Sp5C (principalement dans la couche Ill). Des travaux antérieurs ont obtenu
un rsultat similaire lors de 1’administration d’un conjugué saporine-substance P, provoquant
I’ablation sélective des neurones des couches superficielles exprimant le tTNK1. Dans ces
conditions, le wind-up des neurones WDR des couches profondes était significativement
diminué(Khasabowet al, 2002; Suzuket al, 2002)

Des travauxont montré que 1’ablation toxique des neurones rNKI1 alterait non
seulement le wind-up mais également les codages mécanique et thermique, les réponses a la
formaline des neurones WDR ainsi que I’allodynie induite par I’adjuvant de Freund (Suzukiet
al., 2002) Ces résultats montrent que 1’activation des ces neurones est impliquée dans les
mécanismes de sensibilisation centrale du message nociceptif. Dd’iphibjtion de la
sensibilisation centrale a été reproduite par un blocage pharmacologique des contrbles
facilitateurs descendants serotoninergiques au niveau des récepteurs 5HT3 (r5HT3). Au final,
les auteurs suggerent ainsi que la sensibilisation centrale nociceptive est liée a 1’activation
d’une boucle spino-bulbo-spinale mettant en jeu des neurones ascendants rNK1-positifs de la
couche | et une voie descendante facilitatrice agissant via la sérotonine sur des r5HT3.

Cependant, les auteurs rapportent que le blocage des rSHT3 (par 1’ondansetron) n’affecte pas
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le wind-up. Ceci suggere que le winpgn’est pas modulé par la boucle décrite précédemment
mais ap’il constitue plutdét un phénomeéne segmentaire spinal (trigéminal).

En effet ce phénomene a été mis en évidence pour la premiere fois en 1966 par
Mendell chez I’animal décérébré-spinalisé(Mendell, 1966 ; Cf Herrer@t al, 2000) Par
ailleurs, il apparait que le wind-up est caractéristique des neUWdDBSqui n’expriment pas
le rNK1 (Sp50 ou couche V de la corne dorsale). Au niveau segmentaire le wind-up
dépendrait ainsi d’un réseau reliant les neurones rNK1-positifs des couches superficielles et
les neurones WDR des couches profondes. Les données de I’anatomie fonctionnelle nous
montrent, en effet, que les neurones WDR des couches profondes de la corne dorsale de la
moelle, équivalents a ceux du Sp50, sont contactés de facon polysynaptique depuis les
couches superficielles et que ces voies véhiculent des messages nociceptifs liés a 1’activation
des afférences de type Ritz & Greenspan, 1985De méme, au niveau trigéminal, des
résultats montrent que les neurones du Sp50 recoivent des informations nociceptives
indirectement via le Sp5allel et al, 1998) De plus nos résultats par immunodétection de
I’internalisation des rNK1 ont permis d’identifier une population d’interneurones dans la
couche Il du Sp5C, exprimant le rNK1, qui peut véhiculer le message nociceptif vers les
neurones WDR du Sp50. Ce résultat est conforme aux données obtenues par d’autres groupes
au niveau trigéminal. Ainsi I’internalisation atteint les couches III — V dans le Sp5C lors
d’une extraction dentaire chez le rat (Sabinoet al, 2002) Sachant que la substance P est
libérée par les afférences primaires peptidergiques au niveau des couchegToet I1&

Spike, 1993)la mise en jeu, par la substance P, des interneurones rNK1-positifs des couches
Il peut se concevoir par une activation directe des dendidsesces cellules projettant au
niveau des coucheg®lave & Maxwell, 2003)Plus probablement, cette activation pourrait

se réaliser par transmission volumique jusqu’a la couche III (Fuxe & Agnati, 1991; Marvizon

et al, 2003) Pour renforcer cette hypothese, des travaux ont montré, au niveau spinal, que
I’internalisation des rNK1 au niveau des neurones des couches superficielles de la corne
dorsale dépendait de la durée du stimulus nocicggtibadieet al, 1997; Allenet al,, 1999;
Honoreet al, 1999) En effet, I’internalisation se situe dans les couches | et Il externe lors
d’une inflammation de courte durée et elle atteint les couches Il & IV pour des inflammations

de longue durée. De plus les stimuli nociceptifs cutanés d’intensité croissante entrainent une
libération de substance P endogéne en quantité grandiéabaieet al, 1997) On peut donc
penser qu’a la suite de stimulations répétitives des fibres C, la substance P libérée pourrait
atteindre, par diffusion, les rNK1 exprimés par les interneurones de la couche Il de la corne

dorsale de la moelle ou du Sp5C et participer ainsi a la modulation du wind-up.
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Cependant, nous ne pouvons pas exclure 1’hypothése d’une modulation par des
structures supraspinales. En effet, nous avons observé une meilleure efficacité des
antagonistes administrés par voie systemique que par des micro-injections (70 versus ~57%).

Enfin, notre travail a permis de montrer que les capacités de codage des neurones
WDR dépendaient du wind-up segmentaire rNi€fendant. Cependant, alors que d’autres
travaux ont montré que les capécide codage étaient reduites lors d’une altération de la
signalisation par la substance(Wenget al, 2001) le méme résultat était obtenu aprés
inactivation de contréles descendant sérotoninergique via le blocage des(E&aHTRiet al,

2002). Nous suggérons que le codage de I’intensité de stimuli de courte durée dépend en

partie du wind-up segmentaire rNK1-dépendant.
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CONCLUSION GENERALE

Le phénomene de wingp se caractérise par I’augmentation progressive de la réponse
de certains neurones a une stimulation répétée a basse fréequence des fibres nocic€gtives C.
phénomene est exprimé par la majorité des neurones WDR trigéminaux. Nous avons montré
que l'amplitude du windyp dépend de la fréquence et de I’intensité de stimulation. Ce travail
a montré que le windp permet d’améliorer les capacités de codage de stimuli nociceptifs de
courte durée. Par ailleurs, nous montrons que le wind-up entraine une modification transitoire
(environ 2nin) de I’excitabilité des neurones WDR. La modification d’excitabilité générée
par la wind-up est responsable uniquement de la facilitation des réponses évoquées par la
mise en jeu des fibres C. Elle n'est pa%rigine d’un état de sensibilisation centrale qui est
caractérisé par I’apparition d’une allodynie et d’une hyperalgésie secondaire. Ainsi,
I’augmentation de 1’excitabilité centrale générée par le wind-up et la sensibilisation centrale
sont des phénomenes différents.

Nous avons montré que le développement du wind-up des neurones WDR du Sp50
dépend de I’activation des INMDA localisés dans le Sp50O. Cependant, nous avons également
découvert que, de facon simultanée, le message nociceptif met aussi en jeu des rNMDA
localisés dans les couches superficielles du Sp5C. Dans c&acasation des INMDA
inhibe, au contraire, le wind-up des neurones WDR du Sp50. Le rble des rNMDA au niveau
segmentaire dépend donc étroitement de leur localisation au sein des réseaux nociceptifs
segmentaires. Alors que certaifSMDA contribuent effectivement a 1’amplification du
message douloureux, d’autres agissent simultanément dans le sens opposé. Le modele
trigéminal permet donc de montrer que, dés 1’étage segmentaire, il existe un ajustement
permanent de I’amplification du message douloureux.

Le développement du wind-up des neurones WDR du Sp50 dépend également de
I’activation des rNK1. Nous montrons que 1% de I’ensemble des cellules du Sp5C,
marquées par le Fluorogold, expriment le rNK1; ces neurones sont localisés dans la couche IlI
du Sp5C.De plus, certains d’entre eux internalisent le récepteur NK1 en réponse a une
stimulation douloureuse, traduisant une libération de substance P. La microinjection
d’antagonistes des rNK1 (SR 140333, RP67580) dans le Sp5C réduit le wind-up des neurones
du Sp50, alors qu’injecté directement dans le Sp50, les antagonistes sont sans effet. Ces
données suggerent que [’activation des récepteurs NK1 d’interneurones localisés dans la

couche 11l du Sp5C contribue au wind-up des neurones nociceptifs du Sp50.
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Modele trigéminal figurant la modulation rNK1 et rNMDA dépendadte ’activité
nociceptive des neurones WDR du Sp50.

Les informations nociceptives véhiculées par les fibres C parviennent aux neurones WDR du
Sp50 apres avoir fait relais dans les couches superficielles du Sp5C. A cet étage, la mise en
jeu des rNMDA par le glutamate et des rNK1 par la substance P peut entrainer deux
mécanismes de modulation du wind-up, inhibiteur et facilitateur, des neurones WDR. La
modulation négative fait probablement intervenir des interneurones inhibiteurs exprimant le
rNMDA, localisés dans les couches Il du Sp%Caction facilitatrice est dépendante de la

mise en jeu d’interneurones ascendants rNK1-positifs localisés dans les couches lll. Il est a
noter qu’il existe probablement aussi une voie facilitatrice du wind-up faisant intervenir
directement des neurones ascendants facilitateurs exprimant le rNMDA.

Deux coupes frontales du CST sont figurées, illustrant le Sp5C (-14,2mm du bregma) et le
Sp50 (-10,6mm).
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Jérdbme COSTE- “ Etude de la fonction et des mécanismes du wind-up des neursn@ciceptifs trigéminaux chez le
rat: r6le des récepteurs NMDA et des récepteurs NK1 18 f, 2 ill, 138 p
Thése: Université; Spécialité Neuroscienedsuvergne - Clermont-Ferrand | ; 2006122006CLF1D038

Résumé : Le wind-up est une augmentation progressive, fréquence dépendante, de la réponse d’un neurone lors
de I’application répétitive de stimuli électriques nociceptifs identiques sur un méme territoire. Ce phénomeéne est
essentiellement exprimé par les neurones WDR de la moelle comme du trijumeau. Il dépend en partie de
I’activation des récepteurs NMDA et NK1. Il est apparenté chez ’homme a la sommation temporelle et a des
conséquences sur la perception de la douleur. Sa signification fonctionnelle n’est pas encore clairement établie.
Chez le rat anesthésié et au sein du complexe sensitif du trijumeau, 1’objectif de ce travail est : 1) d’analyser les
caractéristiques et la fonction du wind-up des neurones WDR trigéminaux, 2) d’identifier les réseaux neuronaux
sous tendant le wind-up et 3) d’établir le role des INMDA et des rNK1 dans le wind-up. Nous avons adopté une
approche électrophysiologique lors d’enregistrements extracellulaires au sein du Sp50 associés a des micro-
injections dans le SpS5C. De plus, une approche neuroanatomique a permis d’identifier des réseaux
d’interneurones véhiculant le message depuis le SpSC vers le Sp50.

1) le wind-up des neurones WDR du Sp50 dépend de I’intensité de la stimulation nociceptive et permet
d’améliorer les capacités de codage de stimuli nociceptifs de courte durée. Par ailleurs, nous montrons que le
wind-up entraine une modification transitoire (environ 2min) de D’excitabilit¢é des neurones WDR. Cette
modification d’excitabilité générée par la wind-up est responsable uniquement de la facilitation des réponses
évoquées par la mise en jeu des fibres C. Nous suggérons que I’augmentation de 1’excitabilité centrale générée par
le wind-up et la sensibilisation centrale sont des phénomeénes différents. 2) le wind-up dépend de ’activation des
rNMDA locaux alors qu’il est soumis a une inhibition via les INMDA situés dans les couches superficielles du
Sp5C. Le modéle trigéminal permet donc de montrer que, dés 1’étage segmentaire, il existe un ajustement
permanent de I’amplification du message douloureux. 3) enfin, le développement du wind-up dépend également
de I’activation des rNKI1 situés sur des interneurones localisés dans la couche III du Sp5C.

En conclusion, il apparait que le wind-up est un phénoméne segmentaire permettant le codage de stimulations
nociceptives de courte durée et sous tendu a la mise en jeu de voies polysynaptiques rNKI1 et INMDA
dépendantes.

Abstract : Wind-up is a frequency-dependent increase of neuronal response during electrical repetitive noxious
stimulation of receptive field. This phenomenon is generally expressed in spinal and trigeminal WDR neurons. It
partially depends on the activation of NMDA and NK1 receptors. In human, wind-up is related with the temporal
summation and has consequences on the perception of pain. Its functional significance is not yet clearly
established.

In sensory trigeminal complex of anaesthetized rat, we aim at: 1) analysing the characteristics and function of the
wind-up of trigeminal WDR neurons. 2) identifying the neural networks underlying the wind-up and 3)
establishing the role of INMDA and rNKI1 in this phenomenon. We use an electrophysiological approach with
extracellular recordings in the Sp50 associated with microinjections in the SpSC. Moreover a neuroanatomical
study allowed identifying networks of interneurones conveying the message since the Sp5C towards the Sp50.

1) the wind-up of WDR neurons of the Sp50 depends on the intensity of noxious stimulation and makes it
possible to improve the coding capacities of short duration noxious stimuli. In addition, we show that wind-up
involves a transitory modification (approximately 2min duration) of the WDR neurons excitability. The
modification of excitability generated by the wind-up is responsible only for the facilitation responses evoked by
C fibres. We suggest that the increase in the central excitability generated by the wind-up and central sensitization
are different phenomena. 2) wind-up depends on the activation of the local INMDA whereas it is submitted to an
inhibition mediated by the INMDA located in the superficial layers of the Sp5C. The trigeminal model enables to
show that, even at the segmentary level, there is a permanent adjustment of the amplification of the painful
message. 3) finally, the development of the wind-up also depends on the activation of the rNKI1 located on
interneurones localised of the lamina IIT of the Sp5C.

To conclude, it appears that wind-up is a segmentary phenomenon allowing the coding of short duration noxious
stimulations and triggered by rNK1 and rNMDA polysynaptic ways.
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