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INTRODUCTION

Au cours de l'évolution, différents systémes sensoriels complexes ont été
sélectionnés. Ils assurent la collecte d’informations en provenance de l'extérieur et de
'intérieur de I'organisme et sont nécessaires a la survie et a I'adaptation de I'individu a son
environnement. L'un de ces systemes s’est spécialisé dans la détection d’informations
somatosensorielles. Parmi ces informations, certaines sont nocives et potentiellement
dommageables pour l'organisme, nous parlons alors d’informations nociceptives. Le
systeme nociceptif, qui détecte ces informations préjudiciables a I'organisme, est composé
de réseaux nerveux spinaux et supraspinaux. La communication entre les différents
éléments de ce systeme est essentielle pour le traitement des informations sensorielles
détectées par 'organisme, la modulation des informations nociceptives et I'élaboration de
la sensation de douleur. Une partie importante de ce processus se fait dans la moelle
épiniére, plus précisément dans la corne dorsale de la moelle épiniére (CDME) ou
transitent les différents messages sensoriels acheminés par les afférences primaires. Les
réseaux nerveux de la CDME jouent un réle primordial dans la maniére dont nous

percevons notre environnement.

L’étude de la structure et du fonctionnement de ces réseaux est au cceur des projets

de recherche menés par notre laboratoire.



I. Le systéme somatosensoriel spinal

La CDME est une région clé du systéme nerveux central dans laquelle les
informations sensorielles sont intégrées et relayées vers les centres supraspinaux. Au
niveau spinal, a I'inverse de 'encéphale, c’est la substance blanche qui entoure la substance
grise. Cette derniére comprend les corps cellulaires des neurones spinaux. Des différences
morphologiques (taille et forme du corps cellulaire, organisation de I'arbre dendritique,
densité cellulaire) suivant I'axe dorso-ventral ont été observées par Rexed et 'ont conduit
a proposer une classification de la substance grise en laminae (Rexed, 1952). Les laminae I
a VI forment la CDME en s’organisant dans un axe dorso-ventral, la lamina I étant la plus

dorsale.

Les informations sensorielles d’origine périphérique sont acheminées par les fibres
afférentes primaires qui projettent vers la moelle épiniere. Ces fibres peuvent étre classées
selon différents critéres tels que la vitesse de conduction ou le type de modalité sensorielle
véhiculée. Deux groupes fonctionnels de fibres peuvent étre ainsi distingués : les fibres non
nociceptives (majoritairement les fibres de type AB) véhiculant de l'information non
nociceptive thermique, mécanique tactile et proprioceptive (pression, vibration) et les
fibres nociceptives (principalement C et A§) qui acheminent des informations liées aux
stimulations potentiellement dommageables pour l'organisme (chimiques, thermiques
et/ou mécaniques). Ces stimuli sont détectés au niveau de la peau, des articulations, des

visceéres et des muscles.

La plupart des axones des afférences primaires nociceptives ont un petit diametre et
sont faiblement myélinisés pour les fibres A§ ou non myélinisés pour les fibres C. Les
projections nociceptives vers la CDME se font majoritairement vers les laminae les plus

superficielles, I et II, ainsi que vers la lamina V, plus profonde.

Les fibres afférentes primaires se terminant dans les laminae III-IV sont
essentiellement de type AP formées d’axones de gros diameétre et fortement myélinisés.

Ces fibres transmettent des informations non nociceptives mécaniques a bas seuil.

L'innervation de la CDME par les afférences sensorielles primaires s’effectue selon une



organisation somatotopique (Millan, 1999).

Les réseaux formés par les neurones de la CDME participent au traitement des
différentes modalités sensorielles. Les neurones qui répondent uniquement a des
stimulations nociceptives et/ou a des stimulations thermiques non-nociceptives sont
localisés majoritairement dans les laminae les plus superficielles (I-II). La plupart des
neurones des laminae III-IV recoivent directement des informations non-nociceptives et
la lamina V se distingue des laminae plus superficielles en possédant le plus grand
contingent de neurones a convergence (dans la littérature : neurone WDR pour Wide

Dynamic Range), recevant a la fois des informations nociceptives et non-nociceptives.

Dans la premiere partie de cette introduction nous présenterons ce systéme neuronal de
la CDME en nous intéressant successivement a ses entrées (afférences primaires
sensorielles), son organisation intrinséque (cytoarchitecture, neurochimie, réseau), puis
ses sorties (voies ascendantes). Dans la deuxieme partie de lintroduction nous

présenterons des données de la littérature concernant la modulation de ces réseaux

neuronaux de la CDME par le systéme noradrénergique.

1. Afférences sensorielles primaires

Les stimuli nociceptifs sont détectés et convertis en signaux électriques par les
terminaisons périphériques libres de neurones sensoriels primaires. Ces neurones sont
appelés « nocicepteurs » et 'étape de conversion du stimulus physique (mécanique,
thermique, chimique) en un signal électrique correspond a la transduction sensorielle.
Comme pour les autres neurones sensoriels primaires, les corps cellulaires des
nocicepteurs sont localisés dans les ganglions craniens pour les informations en
provenance de la face, et dans les ganglions rachidiens (en anglais : DRG pour Dorsal Root
Ganglion) en ce qui concerne les informations en provenance du tronc, des membres et
des viscéres. Ces neurones sensoriels sont des neurones pseudo-unipolaires en « T ». Ils
possédent deux branches d’axone, 'une périphérique innervant les tissus cibles (peau,
articulations muscles, viscéres) et l'autre dite « centrale » projetant vers la moelle épiniere

ou le tronc cérébral. Leur corps cellulaire est placé en dérivation sur cet axone.

Apres transduction, I'information nociceptive donne lieu a un potentiel générateur,
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dont 'amplitude dépend de l'intensité du stimulus sensoriel. Lorsque I'amplitude de ce
potentiel générateur est suffisante, des potentiels d’action se déclenchent. Leur fréquence
et la durée de la décharge des potentiels d’action codent I'intensité et la durée du stimulus
(Woolfet Ma, 2007). Ces potentiels d’action se propagent le long de 'axone du nocicepteur

jusqu’a la moelle épiniére ou jusqu’au tronc cérébral.

Les terminaisons centrales des nocicepteurs établissent des contacts synaptiques
avec des interneurones locaux et/ou des neurones de projection a destination supraspinale
dans les laminae [ et V de la CDME pour les fibres A§, et les laminae I, II et X pour les fibres
C (Besson et al., 1982; Brown, 1982; Millan, 1999).

Propriétés des fibres AP, A3 et C

Trois types de fibres afférentes primaires sont classiquement distinguées : le type
AB/a, le type AS et le type C. Ces types de fibres sont définis selon leur vitesse de
conduction des messages nerveux qui est directement liée au diametre et au degré de
myélinisation des axones. Les afférences du type AB/a présentent la plus grande vitesse de
conduction (35 a 100 meétres par seconde, diameétre de 'axone >10 um) et sont fortement
myélinisées. Les fibres du type AS présentent une vitesse de conduction intermédiaire (5 a
35 metres par seconde, diameétre de I'axone 2 a 6 um), et les fibres C ont une vitesse de
conduction faible (<2 m/s, diameétre de I'axone 0,4 a 1,2 pm) (Millan, 1999; Zigmond et al.,
1999).

Les terminaisons présynaptiques des fibres afférentes primaires utilisent le glutamate
comme neurotransmetteur principal. En plus de leurs différences morphologiques, les
fibres afférentes primaires peuvent aussi étre classées selon divers marqueurs
neurochimiques. Nous distinguons ainsi les fibres C peptidergiques et non peptidergiques.
Les fibres C représenteraient 70 % du total des fibres sensorielles cutanées chez le rat, et
les fibres AP et A8 10 % et 20 % respectivement (Brown, 1982; Averill et al., 1995; Todd,
2010; Braz et al., 2014). Ces proportions peuvent varier selon les espéces (Lynn, 1984). I
existe cependant des exceptions : 20 % des fibres AP sont des nocicepteurs (Djouhri et
Lawson, 2004); de méme, I'information non-nociceptive (thermique ou mécanique) peut
étre véhiculée par une sous-population de fibres C a bas seuil (Alvarez et Fyffe, 2000) et

une sous-population de petites fibres A§ (Braz et al., 2014). Ainsi, 'acheminement des
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Figure 1. Le systeme nociceptif spinal
Les six laminae de la CDME sont illustrées et numérotées avec des chiffres romains. Les

informations nociceptives sont acheminées vers la CDME par les fibres Ad et C. Les fibres C
s‘articulent essentiellement dans les laminae Il et X tandis que les fibres A§ font synapses
dans les laminae | et V. Les neurones projetant vers les centres supraspinaux sont
principalement localisés dans les laminae | et V. Des structures supraspinales (telles que le
LC) exercent en retour un contréle sur le systéme nociceptif spinal (contréles descendants).
Le trajet des axones de projection vers les structures supraspinales indiqué ne correspond
pas a la réalité. Il a été modifié pour la représentation schématique. En réalité les axones
décussent au niveau spinal et projettent vers les structures supraspinales via le tractus
antéro-latéral ou controlatéral.



différentes modalités sensorielles n’est pas strictement lié a un type de fibre sensorielle.

Projection des fibres afférentes primaires cutanées vers la CDME

Chez le rat, les terminaisons centrales des afférences primaires contactent les
neurones de la CDME selon une organisation précise (Figure 1). Des collatérales des fibres
AP, dont les branches principales projettent vers les noyaux des cordons dorsaux (noyaux
gracile et cunéen) situés dans la moelle allongée, font synapse avec des cellules des laminae
III-VI de la CDME (Brown, 1982) avec dans certains cas des extensions dans la lamina II
interne (Woodbury et Koerber, 2003). Les fibres nociceptives de type A8 contactent des
neurones des laminae I, V et X (Light et Perl, 1979). 1l faut noter que chez la souris les
mécano-nocicepteurs myélinisés de type AP et AJ s’arborisent dans toutes les laminae de
CDME (Woodbury et al., 2008). Les fibres nociceptives de type C et A§ contenant des
neuropeptides (Calcitonin gene-related peptide (CGRP), substance P) projettent dans les
laminae I et Il externe, alors que la plupart des fibres nociceptives non peptidergiques liant
I'isolectine B4 (IB4) se terminent dans la partie la plus dorsale de la lamina II interne

(Todd, 2010).

2.Organisation de la corne dorsale de la moelle

épiniere

Une des premieres études portant sur la substance grise de la CDME a permis la
description de la substance gélatineuse par Rolando sur des coupes de moelle épiniere
traitées a I'alcool (Rolando, 1809; Naderi et al., 2004). Avec l'apparition des marquages
cellulaires, Clarke, Waldeyer, Ramon y Cajal puis Rexed ont établi la description
anatomique en couches, ou laminae (feuillets), de la moelle épiniére que nous connaissons
aujourd’hui. La classification établie par Rexed en 1952 repose sur la densité des corps
cellulaires, la morphologie, et la taille des arborisations dendritiques des neurones (Figures
2 et 3). Cette classification se fonde sur les propriétés cytoarchitecturales des neurones
dans un plan transversal de la moelle épiniére et dénombre dix laminae. Les six premiéres
laminae sont arrangées 'une en dessous de 'autre dans le plan dorso-ventral et forment la
CDME. Les laminae VII-IX présentent des amas de corps cellulaires qui sont regroupés

dans la corne ventrale de la moelle épiniéere. La lamina X entoure le canal de I'épendyme.
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(a) (b)

Figure 3. Laminations de Rexed et
projections des fibres nociceptives 1B4- et
CGRP-positives chez un jeune rat
Laminations de Rexed au niveau L5 de la
moelle épiniere d’un rat de 20 jours.
Photographies représentant la fusion de
plusieurs sections optiques. Le marquage
de Nissl est utilisé pour délimiter les
laminae de Rexed (en-haut a gauche) et
superposer cette délimitation avec les
immunomarquages contre le CGRP et I'IB4.
Les photos du bas montrent que les
marquages CGRP (L I, Il externe et Il
interne dorsale) et I1B4 (L Il externe et Il
interne) sont répartis difféeremment dans
les laminae superficielles de la CDME
(Ribeiro-da-Silva et De Koninck, 2008).

Figure 2. Les laminae de Rexed
Photos de coupes transversales de
moelle épiniere de rat au niveau C4.
Le tissu est marqué avec du bleu de
toluidine. (a) organisation laminaire
générale de la moelle épiniére. (b)
[llustration de la forte densité de
corps cellulaires dans les laminae
superficielles de la CDME (reporté
de Ribeiro-da-Silva et De Koninck,
2008).

UV Nissl
White matter
L
_“\____/__- ;'
L™ Lo 3

Liti
. ——
L

Postnatal day 20




Cytoarchitecture des laminae de la corne dorsale
a) La lamina I

La lamina I de la CDME, ou zone marginale de Waldeyer, se caractérise par la
présence d'un plexus dense d’axones orientés parallelement a la surface de la moelle
épiniére (Ralston, 1979). Elle contient des neurones de projection qui présentent des corps
cellulaires d’une surface supérieure a 200 pm? et des interneurones avec un corps cellulaire
d’'une surface inférieure a 200 pm? (Al Ghamdi et al., 2009) dont les dendrites sont
orientés de maniere rostro-caudale et qui restent majoritairement confinés a la lamina I.
Morphologiquement, les neurones de la lamina I peuvent étre classés en trois catégories :
les neurones fusiformes, pyramidaux et multipolaires (Lima et Coimbra, 1986; Zhang et al.,
1996). Les neurones de projection de cette lamina représentent la sortie majeure de la
CDME vers les centres supraspinaux : thalamus, tronc cérébral, PAG (substance grise
périaqueducale), noyau parbrachial, formation réticulée bulbaire et mésencéphalique,
colliculus supérieur, hypothalamus, locus cceruleus (Brown, 1982; Craig, 1992; D’Mello et

Dickenson, 2008).

On y trouve principalement des neurones nociceptifs qui vont étre activés par les
fibres A§ et C, répondant fortement, souvent de fagon soutenue, a des stimuli nociceptifs
thermiques et mécaniques. Ces neurones présentent une corrélation morphologie-
fonction chez le chat. Les cellules fusiformes sont nociceptives-spécifiques, les cellules
pyramidales thermoceptives-spécifiques, les cellules multipolaires sont polymodales ou

nociceptives-spécifiques (Han et al., 1998).

b) La lamina II

La lamina II de la moelle épiniére (la substance gélatineuse de Rolando) apparait
comme un croissant translucide en microscopie optique en raison de sa faible teneur en
myéline et du nombre important de corps cellulaires de petit diamétre (~10 pm chez le
rongeur) qu'on y trouve. Les neurones de la lamina II présentent un vaste systeme de
collatérales d’axones locaux projetant rostralement, caudalement ou médialement vers les
laminae I-1IT (Li et al., 1999). On trouve des neurones présentant des aspects
morphologiques variés dont les trois principaux types sont les cellules en tige, les cellules

en ilot et les cellules centrales (Figures 4 et 5) (Ramoén y Cajal, 1899; Gobel, 1975, 1978). Les
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Figure 4. Caractéristiques morphologiques des principaux types de neurones des laminae
superficielles de la CDME

[llustration des principaux types morphologiques d’interneurones de la lamina Il de la CDME selon un
plan sagittal. Les cellules en flot ont I'arborisation dendritique la plus longue, prolongeant leurs axones
et leurs dendrites rostro-caudalement dans la lamina ou se situe leur corps cellulaire. Les cellules
centrales présentent une arborisation rostro-caudale laminaire moins importante que les cellules en
flot. Les cellules verticales ont un arbre dendritique complexe et ramifié qui s’étend largement dorso-
ventralement aux travers des laminae de la CDME ou elles recoivent des entrées synaptiques de
différents neurones locaux et des fibres afférentes primaires. Les cellules radiales ont un arbre
dendritique réduit et leur axone est plus ou moins dirigé. Les cellules en flot sont exclusivement
inhibitrices, les cellules verticales et radiales sont majoritairement glutamatergiques, les cellules
centrales peuvent étre excitatrices ou inhibitrices (reproduit de Braz et al., 2014).

Figure 5. Représentation schématique de la morphologie et des prolongements dendritiques des
interneurones de la COME

[llustration des interneurones de la CDME représentés dans un bloc parasagittal de tissu de moelle
épiniére de chat. | : cellule en ilot, M : cellule marginale de la lamina I, P : cellule pyramidale de la
lamina Ill, PSDC : trois principaux types de neurones envoyant des axones vers les colonnes dorsales, S :
cellule en panier de la lamina II, SCT : cellules du tractus spino-cervical, X, Y et Z : interneurones des
laminae V et VI. Les chiffres romains (a droite) indiquent les numéros des laminae de Rexed (reproduit
de Brown, 1982).



caractéristiques morphologiques, neurochimiques et électrophysiologiques des
interneurones de la lamina II sont hétérogénes et ne peuvent pas directement étre

corrélées avec leurs propriétés/roles physiologiques (Yasaka et al., 2010).

La lamina II peut étre subdivisée en deux régions : la lamina II externe (lamina Ilo
pour lamina IT outer ou Ilext) qui est contactée par des afférences nociceptives de type C
contenant des neuropeptides (substance P, CGRP) et la lamina II interne (lamina IIi pour
lamina IT inner ou Ilint) qui re¢oit des afférences nociceptives de type C non peptidergiques
et C bas-seuil, ainsi que des afférences non nociceptives de type A (Price et al., 1979;
Millan, 1999; Braz et al., 2014). La lamina II n’est pas un simple lieu de relais de
I'information nociceptive ; elle assure surtout un réle fondamental dans 'intégration et la

modulation de cette information avant son acheminement vers les centres supraspinaux.

Etant donné que les fibres afférentes véhiculant I'information nociceptive projettent
majoritairement vers la lamina II, celle-ci a fait l'objet de la majorité des études
éléctrophysiologiques réalisées dans le but de comprendre la maniere dont ces cellules
intégrent les informations nociceptives et la maniére dont ce phénomene est modulé par

les controles descendants (voir partie 4 de I'introduction) d’origine supraspinale.

c) Les laminae III-1V

Les laminae III-IV (nucleus proprius ou noyau propre de la CDME) se distinguent
de la lamina II par la présence d'un plexus de nombreuses fibres myélinisées. On y trouve
avec une densité faible des corps cellulaires et des neurones de projection de deux types :
ceux qui expriment et ceux qui n’expriment pas les récepteurs NKI1 des neurokinines (Al-
Khater et al., 2008). Les corps cellulaires des interneurones locaux sont plus grands que
ceux des interneurones de la lamina II et ont une arborisation dendritique soit rostro-
caudale restant confinée a la lamina III, soit dorso-ventrale traversant les limites des
laminae supérieures et profondes. Ces interneurones regoivent des informations a partir
d’afférences non nociceptives projetant vers les laminae I1I-1V et d’afférences nociceptives
se terminant dans les laminae I, II ou V. La transmission synaptique inhibitrice
prépondérante dans les laminae III-IV est la transmission glycinergique (Inquimbert et al.,

2007; Schneider, 2008).



Ces deux laminae que l'on considére en général comme une seule entité
fonctionnelle sont parfois décrites comme une structure de transition entre les laminae
superficielles (I,IT) et les laminae profondes (V et VI) de la CDME. Des résultats récents de
notre laboratoire (Petitjean et al., 2012, 2014) indiquent leur implication dans I'intégration

des informations nociceptives dans le réseau de neurones de la CDME.

d) La lamina V

La lamina V, également appelée le « cou » (neck) de la CDME, est la plus épaisse
des laminae. Ses caractéristiques cytoarchitecturales se situent entre celle des laminae III-
IV et VI. On y trouve notamment des neurones WDR qui répondent aux stimulations
sensorielles nociceptives et non-nociceptives. La partie latérale de la lamina V a une
apparence réticulée en raison d'une importante pénétration de fibres AP et est désignée
sous le nom de « zone réticulaire » de la CDME (Stilling, 1842). La majorité des axones des
neurones empruntent la commissure antérieure pour rejoindre le tractus spinothalamique.
La lamina V exerce un contrdle inhibiteur sur les laminae III-IV suite a I'activation des
fibres nociceptives exprimant TRPVI (transient receptor potential vanilloide 1) (Petitjean
et al., 2012). Des niveaux thoracique 1 (T1) a lombaire 3 (L3), la partie médiane de la lamina
V contient le noyau de Clarke qui est une structure relais importante pour les informations

proprioceptives vers le cervelet (Lenz et al., 2010).

e) La lamina VI

Dans les segments cervicaux et lombaires de la moelle épiniére, la lamina VI
s'intercale entre les laminae V et VII. Cette lamina est également désignée sous le nom de
« base » de la CDME. Les neurones qu’on y trouve sont relativement homogeénes en termes
de tailles des corps cellulaires (diameétre de I'ordre de 20 pm) et regoivent majoritairement
des entrées a partir de collatérales d’afférences proprioceptives de type Ia qui projettent
vers la corne ventrale ainsi que des fibres descendantes qui cheminent dans le funiculus

latéral (Scheibel et Scheibel, 1968; Tredici et al., 1985).



——> excitation
«—— inhibition
e——> non défini

s
-------------

Figure 6. Communications laminaires et interlaminaires dans la moelle épiniére
Résumé graphique des principales données de la littérature (Light et Kavookjian, 1988;
Schneider, 2008; Petitjean et al., 2012; Biella et al., 1997; Kato et al., 2009; Petkd et Antal,
2012) concernant les communications inter et intralaminaires de la corne dorsale.



Communication entre laminae dans la CDME

Les communications entre laminae peuvent se faire par des projections axonales
entre neurones des différentes laminae mais aussi par l'intermédiaire d’arborisations
dendritiques des neurones qui franchissent la limite entre deux laminae voisines et

recoivent des contacts synaptiques dans ces laminae (Figures 6 et 23).

Ainsi, des axones myélinisés de neurones localisés dans les laminae I et II projettent
dans les laminae ITI-IV et V ot leurs collatérales établissent des contacts synaptiques (Light
et Kavookjian, 1988). A l'intérieur des laminae I1I-1V, des communications synaptiques
entre neurones des laminae III et IV n’existent que dans 30 % des neurones et sont

majoritairement unidirectionnelles et inhibitrices (Schneider, 2008).

Des données obtenues a partir d’enregistrements extracellulaires in vivo suggérent

également l'existence d’'une connexion fonctionnelle entre les laminae II et V (Biella et al.,

1997).

D’autres études utilisant des stimulations tres localisées par « photo-décageage » de
glutamate, associées a des enregistrements en configuration cellule-entiére de neurones
de la CDME ont cherché a décrire les connexions fonctionnelles excitatrices et inhibitrices
entre les différentes laminae. Les résultats obtenus montrent I'existence de connexions
excitatrices et inhibitrices entre les laminae II et I, tout comme des connexions excitatrices
entre neurones des laminae III-IV et neurones des laminae II et I (Kato et al., 2009). Des
interneurones dont les corps cellulaires sont localisés dans les laminae I et II font synapse

sur des dendrites dorsaux d'une sous-population d’interneurones des laminae III-1V (Kato

etal., 2013).

D’autre part, des communications rostro-caudales et médio-latérales au sein d’'une
CDME ou entre les deux cornes dorsales ont également été décrites (Petko et Antal, 2012)

mais restent peu étudiées.

Ainsi, chez le rat, certains neurones des laminae I a IV établissent des connexions
rostro-caudales sur des distances courtes (2,5 mm) avec des cellules situées dans le
quadrant le plus médian des laminae I-IV, ou sur des distances plus longues (tout le
renflement lombaire) pour un groupe de neurones localisés dans la partie latérale des

laminae superficielles de la CDME (Petko et Antal, 2012).
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Des connexions propriospinales excitatrices et inhibitrices entre les régions
médianes et les régions latérales de la CDME ont également été observées (Petko et Antal,

2012).

Par ailleurs, des relations entre les deux cornes dorsales se font par l'intermédiaire de
connexions commissurales décussant dorsalement au canal de I'épendyme. Elles existent
entre certains neurones des laminae III-IV et peuvent étre excitatrices ou inhibitrices

(Petkd et Antal, 2012).

Au sein de notre laboratoire, il a été montré que les informations nociceptives en
provenance des afférences primaires exprimant TRPVI sont transmises de la lamina II aux
laminae III-IV et V via des connexions principalement excitatrices. Ces communications
excitatrices vers les couches profondes, notamment celles aboutissants dans la lamina V,
activent a leur tour des neurones inhibiteurs qui projettent vers les laminae III-IV et II

(Petitjean et al., 2012).

Les connexions interlaminaires dorso-ventrales pourraient dans certains cas mettre
en jeu de contacts synaptiques entre les neurones des laminae I-II et les dendrites de
neurones des laminae III-IV dont les dendrites ont franchi la limite entre les laminae III et
IT (Kato et al., 2009, 2013). Les implications fonctionnelles de ces connexions sont peu

connues.

Aspect neurochimique et fonctionnel des laminae de la corne dorsale
L’expression de neurotransmetteurs ou de neuromodulateurs ainsi que de leurs

récepteurs présentent des profils qui peuvent étre restreints a certaines zones de la CDME.

Ces zones se superposent souvent aux laminations de la substance grise, et les neurones

exprimant ces marqueurs présentent souvent une morphologie similaire (Todd, 2010).

Transmission excitatrice
Toutes les fibres afférentes primaires et une partie des interneurones de la CDME
utilisent le glutamate comme neurotransmetteur excitateur. Dans la CDME, Ila
transmission synaptique excitatrice implique les récepteurs-canaux de type AMPA, NMDA

et/ou kainate du glutamate et des récepteurs métabotropes du glutamate.
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La présence de glutamate en tant que neurotransmetteur dans la CDME est
démontrée par la présence des transporteurs vésiculaires du glutamate VGLUTI et
VGLUT2. On retrouve ces transporteurs dans les terminaisons des fibres afférentes
primaires ainsi que dans une sous-population d’interneurones qui apparaissent plutot

localisés dans les laminae les plus superficielles (Todd et al., 2003; Maxwell et al., 2007).

Les récepteurs métabotropes du glutamate mGlu; et mGlus sont concentrés dans la
lamina II et sont principalement exprimés par des interneurones locaux (Shigemoto et al.,
1992; Vidnyanszky et al., 1994; Romano et al., 1995). Quant aux récepteurs-canaux du
glutamate, ils se trouvent principalement sur des interneurones des laminae [, II et Il mais

sont exprimés dans toute la CDME (Coggeshall et Carlton, 1997).

Les quatre sous-unités du récepteur AMPA sont exprimées dans la CDME ; GluAl et
GluA2 sont majoritaires et essentiellement trouvées dans les laminae superficielles
(Furuyama et al., 1993). Les récepteurs AMPA sont surtout localisés au niveau de densités
postsynaptiques, mais certains d’entre eux se retrouvent dans les régions extra-synaptiques
(Kopach et Voitenko, 2013). Les différentes sous-unités du récepteur NMDA sont
exprimées dans toute la CDME (T6lle et al., 1993).

Transmission inhibitrice

Dans la CDME, la transmission synaptique inhibitrice est GABAergique, et/ou
glycinergique. Dans le systéme nerveux central La transmission glycinergique est moins
répandue que la transmission GABAergique. Elle se trouve principalement dans le tronc
cérébral, la rétine, le cortex antérieur, le cervelet et la moelle épiniére. Dans la CDME, les
interneurones inhibiteurs représentent environ 25 a 30 % des neurones des laminae I-1I et

40 % de ceux de la lamina III.

Les neurones libérant les neurotransmetteurs inhibiteurs GABA et glycine sont
respectivement identifiés par 'expression du marquage de la glutamate décarboxylase
(GAD, enzyme de synthése du GABA) et de GlyT2 (transporteur neuronal de la glycine).
Dans la substance grise de la CDME, deux types de GAD sont exprimées : la GAD 65 et la
GAD 67 (Barber et al., 1982; Mackie et al., 2003). ARNm de GlyT2 semble étre retrouvé
dans 'ensemble de la substance grise (Luque et al., 1995) mais les neurones glycinergiques

sont rares dans la lamina II et majoritairement retrouvés dans les laminae profondes (III-
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VI) et la lamina I de la CDME (Todd et Spike, 1993; Zeilhofer et al., 2005; Hossaini et al.,
2007; Polgar et al., 2013a).

Concernant les récepteurs de ces neurotransmetteurs, les récepteurs du GABA sont
principalement localisés dans les laminae I et II de la CDME. On trouve deux types de
récepteurs du GABA dans la CDME : les récepteurs ionotropes GABAa qui sont les plus
largement exprimés, et les récepteurs métabotropes GABAg (Coggeshall et Carlton, 1997).
Ces récepteurs se trouvent sur les axones des afférences primaires et sur leurs corps
cellulaires dans les ganglions rachidiens ainsi que sur les interneurones de la CDME. Des
récepteurs du GABA, particulierement GABAB, sont aussi retrouvés dans les laminae III et
V; ou se projettent les fibres AP et A§. Des analyses ultrastructurales montrent que les
récepteurs GABAAa participent au fonctionnement des synapses classiques et sont aussi
exprimés dans des sites extra-synaptiques. Les récepteurs GABAA et de la glycine peuvent
colocaliser au niveau des éléments postsynaptiques (Waldvogel et al., 1990; Sur et al., 1995;
Todd et al., 1996; Coggeshall et Carlton, 1997). Dans les neurones de la CDME en culture,

la moitié d’entre eux présente une colibération de GABA et d’ATP (Jo et Schlichter, 1999).

Dans la CDME, les récepteurs canaux de la glycine liant la strychnine (un
antagoniste de ces récepteurs) montrent un gradient rostro-caudal avec une densité de
récepteurs plus importante dans les régions les plus caudales de la moelle épiniére. Il y a
beaucoup d’ARNm des GlyR dans la corne ventrale et les cellules qui les expriment sont
limitées aux laminae II-VIII de la moelle épiniere. Les récepteurs de la glycine sont
majoritairement localisés dans les laminae profondes de la CDME (III-VI) (Zarbin et al.,
198l). La faible épaisseur de la lamina I explique probablement I'absence de détection de
I'ARNm ou des récepteurs de la glycine dans certaines études, bien que des données
fonctionnelles aient montré que ces récepteurs sont présents dans la lamina I, ou chez le
rat adulte ils sous-tendent une transmission synaptique inhibitrice presque exclusivement
glycinergique (Chéry et de Koninck, 1999; Keller et al., 2001). Par ailleurs, I'utilisation d'un
anticorps dirigé contre les sous-unités a et 3 des récepteurs de la glycine montre un
marquage de 'ensemble de la CDME (Pfeiffer et al., 1984). Les récepteurs de la glycine
seraient plutdt postsynaptiques aux afférences primaires sur lesquelles ils ne sont pas

retrouvés malgré le fait que la sous-unité 3 soit exprimée par des neurones avec des corps
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cellulaires de gros diametre dans les ganglions rachidiens. On trouve également des

récepteurs de la glycine sur les cellules gliales (Coggeshall et Carlton, 1997).

Les transmissions et cotransmissions synaptiques inhibitrices GABAergiques et
glycinergiques dans les laminae II et III-IV de la CDME ont été caractérisées dans plusieurs
travaux réalisés dans notre laboratoire (Poisbeau et al., 2005; Inquimbert et al., 2007;
Petitjean et al., 2012). Ainsi, dans la lamina II, la transmission GABAergique est dominante
et on y trouve aussi une cotransmission GABA/glycine (Poisbeau et al., 2005; Inquimbert
et al., 2007). La transmission glycinergique enregistrée dans la lamina II provient
principalement de neurones glycinergiques localisés dans d’autres laminae car la lamina II
ne contient pratiquement pas de neurones glycinergiques (Zeilhofer et al., 2005). Les
laminae III-IV sont caractérisées par une prédominance de la transmission synaptique
inhibitrice glycinergique et une absence de cotransmission GABA/glycine (Inquimbert et
al., 2007). Nous avons pu confirmer ces résultats lors de nos enregistrements de la

transmission synaptique inhibitrice dans les différentes laminae de la CDME.

Autres marqueurs moléculaires

En plus de la catégorie des récepteurs et des neurotransmetteurs qui déterminent
la nature inhibitrice ou excitatrice d'une transmission synaptique, d’autres molécules
synthétisées par les neurones (ou les cellules gliales) peuvent apporter des critéres de
distinction supplémentaires des populations cellulaires de la CDME en servant de

marqueurs moléculaires des types et sous-types cellulaires.

Ainsi, quatre sous-groupes d’interneurones inhibiteurs des laminae I-III sont
classiquement distingués en fonction de l'expression ou non de galanine, du NPY
(neuropeptide Y), de I'isoforme neuronale de I'enzyme de synthése du monoxyde d’azote
(nNOS) ou de la parvalbumine. Ces quatre populations d’'interneurones ne se recouvrent
pas (Polgar et al., 2013b). Des expériences de quantification des marqueurs d’activité
cellulaire pERK (phosphorylated extracellular signal-regulated kinases) et Fos suggerent
que les neurones exprimant NPY, nNOS et la galanine sont impliqués dans l'inhibition des
informations nociceptives. Les interneurones des sous-groupes NPY et nNOS pourraient

directement inhiber les neurones de projection de la lamina I (Polgar et al., 2013b).
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La PKCy (protéine kinase C de type y) est exprimée par des interneurones
majoritairement excitateurs qui sont localisés le long de la partie ventrale de la lamina II
(Polgar et al., 1999). Cette expression spécifique peut étre utilisée comme marqueur de
lamination (Polgar et al., 1999; Inquimbert et al., 2008) car le marquage PKCy se situe a la

frontiére entre les laminae II et III.

Les fibres afférentes primaires peuvent également étre classées en différents types
selon l'expression spécifique de certaines molécules. Ainsi, les fibres peptidergiques
exprimant le récepteur TRPV1 véhiculent les informations nociceptives thermiques alors
que celles qui expriment MrgprD (Mas-related G-protein coupled receptor member D)

véhiculent des informations mécaniques nociceptives (Cavanaugh et al., 2009; Zhang et

al., 2013).

Cellules gliales

Dans la moelle épiniére, les cellules gliales de la corne grise dorsale expriment de
nombreux récepteurs et/ou transporteurs de neurotransmetteurs tels que le GABA et le
glutamate, mais également de nombreux récepteurs de neuromodulateurs (pour revue

voir : (Kettenmann et Ransom, 1995)).

Parmi les cellules gliales de la CDME on compte les astrocytes, les oligodendrocytes
et la microglie. Les cellules gliales participent a la balance excitation/inhibition dans la
CDME en régulant les niveaux de glutamate, de GABA, de glycine et de potassium
extracellulaires (Jendelova et Sykova, 1991; Chvatal et al., 1999, 2004; Danbolt, 2001; Gadea
et Lopez-Colomé, 200la, 2001b, 200lIc). Les cellules gliales peuvent moduler la
communication entre neurones, notamment les transmissions cholinergique,
glutamatergique ou GABAergique (Daniels et Brown, 2001; Smit et al., 2001; Newman,
2003).

Les astrocytes expriment par exemple les récepteurs-canaux de 'ATP de type P2X7
(Aoyama et al., 2011), les adrénocepteurs o et B (Hosli et Hosli, 1982) ou encore les
transporteurs du glutamate GLAST et GLT-1 activés par la libération synaptique de
glutamate (Zhang et al., 2009).
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La microglie de la CDME exprime une grande diversité de récepteurs tels que P2X4,
TLR 2/3 (toll-like receptor), des récepteurs de chemokines, des cannabinoides, etc.

(Kettenmann et al., 2011).

L’activité des cellules gliales de la CDME, particuliérement les astrocytes, est
modulée par la libération neuronale de neurotransmetteurs tels que le glutamate,
I'acétylcholine, la substance P, le GABA, la sérotonine, 'adénosine et la noradrénaline
(Jalonen et al., 1997; Fyjita et al., 1998; Hirst et al., 1998; Verkhratsky et al., 1998; Kulik et
al., 1999; Watkins et al., 2001) qui peuvent notamment provenir des controles descendants.
La noradrénaline en particulier, peut contrdler le métabolisme énergétique astrocytaire
ainsi que la libération de glutamate et d’ATP par les astrocytes (Salm et McCarthy, 1992;
Gordon et al., 2005; Hertz et al., 2014).

3. Voies ascendantes

Des neurones possédant des axones qui projettent vers l'encéphale sont
principalement retrouvés dans les laminae I et I et dans une moindre mesure dans les
laminae III-IV et V. Les neurones de projection de la CDME ont des axones qui quittent la
substance grise pour se regrouper dans la substance blanche sous forme de faisceaux
ascendants. Ces faisceaux transmettent les informations nociceptives a diverses structures
supraspinales. Il existe de nombreux faisceaux ascendants qui véhiculent des informations
nociceptives sensori-discriminatives ou émotionnelles (Besson et al., 1995; Zhang et al.,

1996; Millan, 1999).

Les axones de neurones de la lamina I et de la lamina V décussent au niveau du
segment spinal ou se trouvent leurs corps cellulaires, puis cheminent dans le quadrant
ventrolatéral de la substance blanche de la moelle épiniere. Chez le rat, seule une partie
des fibres provenant de la lamina V croise pour rejoindre le quadrant ventrolatéral
controlatéral, les autres empruntent le quadrant ventrolatéral homolatéral. Le quadrant
ventrolatéral regroupe des fibres véhiculant de linformation nociceptive et de
I'information thermique non-nociceptive. Les axones de ce faisceau provenant de la lamina
I de la CD, rejoignent au niveau du tronc cérébral les axones de la lamina I originaires du

noyau caudal du complexe trigéminal. L’ensemble de ces fibres constituent le faisceau
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Figure 7. Voie spino-thalamique
Schéma illustrant la localisation de la voie spinothalamique latérale (schéma adapté des
documents du cours de neuroanatomie du Pr. Pierre Veinante, Master Neurosciences,

Université de Strasbourg).



spino-thalamique (Granum, 1986; Kemplay et Webster, 1986). Une population de
neurones dont les corps cellulaires sont localisés dans les laminae III-IV projette également

vers la partie la plus caudale du thalamus (Al-Khater et al., 2008).

Le faisceau spino-thalamique (Figure 7) projette dans la partie ventro-basale du
thalamus latéral, en abandonnant des collatérales dans l'aire parabrachiale, dans la
substance grise périaqueducale et dans les régions de la réticulée mésencéphalique. Ces
structures sont aussi innervées par des voies ascendantes propres: les voies spino-
parabrachiale, spino-mésencéphalique et spino-réticulaire. Les informations nociceptives
parvenant a l'aire parabrachiale sont alors acheminées vers 'hypothalamus et 'amygdale

(Keay et al., 1997; Millan, 1999; Willis et Coggeshall, 2004)

Les neurones des noyaux de la partie ventro-basale du thalamus latéral recevant des
informations provenant de la moelle épiniére projettent vers les aires corticales
somatosensorielles primaires et secondaires et vers le cortex insulaire, ainsi que vers

I'amygdale (Brown, 1982; Bernard et Villanueva, 2009).

Dans le bulbe rachidien, les axones des neurones de projection de la lamina V
rejoignent ceux des neurones de projection des sous-noyaux caudal et oral du trijumeau.
Ces axones projettent principalement vers les noyaux réticulaires latéraux,
gigantocellulaires et dorsaux du bulbe, ainsi que vers le sous-noyau parabrachial latéral
interne et les noyaux du thalamus médian (Bowsher, 1976; Braz et al., 2005; Bernard et

Villanueva, 2009).

Les neurones du thalamus médian contactent des neurones des aires corticales
cingulaires et préfrontales (Brown, 1982; Bernard et Villanueva, 2009) impliquées dans la

composante émotionnelle et affective de la douleur (Besson et al., 1995).

En résumé, 'acheminement des informations nociceptives collectées dans la CDME vers
les centres supraspinaux se fait par de nombreuses voies ascendantes dont certaines sont
impliquées dans la composante sensori-discriminative et d’autres dans les composantes
émotionnelles et affectives de la nociception (pour plus de détails, voir revue de (Millan,

1999)).
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4.Modulation des messages nociceptifs et controles
descendants

Le systéme nociceptif présente une grande plasticité fonctionnelle et les
caractéristiques d’intégration et de transmission des informations nociceptives sont
modifiées a court terme ou a long terme. Cette capacité de modulation est essentielle pour
des aspects de survie et de protection de I'organisme. En situation de fuite ou de combat,
I'information nociceptive passe au second plan. En cas de lésions, de blessures,
I'hyperalgésie (une situation ol une stimulation douloureuse peut étre ressentie comme
plus douloureuse) et I'allodynie (un phénomeéne ot une stimulation non douloureuse le
devient) permettent une protection de la région durant la régénération des tissus.
Cependant lors de situations pathologiques de douleurs neuropathiques qui font suite a
une lésion du systeme nerveux, ou de douleurs inflammatoires, la plasticité du systéme
somatosensoriel n’est plus adaptative. En effet, dans ces conditions, des hyperalgésies et
des allodynies thermiques et/ou mécaniques peuvent spontanément apparaitre et persister
méme apres la réparation des tissus endommagés. Tous ces phénomeénes peuvent étre
évalués chez 'Homme et chez I'animal par I'utilisation de tests nociceptifs, qui le plus
souvent quantifient I'hyperalgésie et I'allodynie en réponse a des stimuli thermiques

(chaud, froid) ou mécaniques (statique, dynamique) (Barrot, 2012).

Il existe des systemes de controle endogénes permettant de moduler I'intégration et
la transmission de linformation nociceptive au niveau de la CDME. Ces systémes
impliquent des controles descendants, c’est-a-dire des projections nerveuses provenant de
centres supraspinaux (hypothalamus, locus cceruleus, noyau raphé magnus, réticulée
bulbaire ventro-médiane) ainsi que des réseaux d’interneurones locaux de la CDME
(Millan, 2002). Les molécules messagers impliquées dans ces controles sont des
neurotransmetteurs classiques (glutamate, GABA, glycine) et/ou des neuropeptides.
Cependant les conditions de libération et les modes d’action de la majorité de ces
neuromodulateurs sont encore mal connus. IIs participent néanmoins a la modulation des
informations nociceptives arrivant a la moelle épiniére. Par exemple, les stimuli nociceptifs
induisent l'activation de neurones de la substance grise périaqueducale (PAG) par

I'intermédiaire de la voie spino-mesencéphalique, qui activent a leur tour des neurones de
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la partie rostroventromédiane (RVM) du bulbe rachidien du tronc cérébral impliquée dans
les contréles inhibiteurs descendants (Villanueva et Bourgeais, 2009). Les axones des
neurones des contrdles descendants sérotoninergiques, GABAergiques et glycinergiques
de la RVM projettent le long des faisceaux dorso-latéraux pour contacter les neurones de

la CDME, et inhiber la transmission nociceptive (Zhang et al., 1991; Kato et al., 2006).

Les contrdles descendants provenant de la formation réticulée bulbaire et du locus
cceruleus (LC) exercent soit une action facilitatrice, soit une action inhibitrice sur
I'information nociceptive en fonction du type de neurotransmetteur que libérent ces fibres
et du type de récepteurs activés par ce neurotransmetteur (Fleetwood-Walker et al., 1985;
Ridet et al., 1993; Millan, 2002). Les fibres provenant des structures supraspinales
empruntent les faisceaux dorso-latéraux et ventro-latéraux de la substance blanche pour
contacter les neurones de la CDME. Les opioides endogeénes exercent un effet

antinociceptif en agissant aux niveaux spinal et supraspinal (Millan, 1999; Fields, 2004).

Certaines projections hypothalamo-spinales peptidergiques exercent également des
contrdles descendants supraspinaux modulant les messages nociceptifs afférents
(Cechetto et Saper, 1988; Millan, 2002). Les neurones hypothalamo-spinaux projettent
vers les laminae superficielles de la CDME et contiennent une variété de neuropeptides
tels que I'ocytocine qui a un effet antinociceptif au niveau de la CDME (Breton et al., 2008,
2009), la vasopressine et des peptides opioides, dont les enképhalines. De maniére
intéressante, 25 % des neurones hypothalamiques projetant vers la moelle épiniéere
expriment la pro-opiomélanocortine et contiennent de l'a-melanocyte stimulating
hormone («-MSH) ou hormone mélanotrope exercant un effet pronociceptif via les

récepteurs MC4 (Bertorelli et al., 2005; Starowicz et al., 2009).

Des controles descendants aminergiques projetant a partir des principaux centres
supraspinaux dopaminergiques et noradrénergiques vers la CDME jouent également un
role important dans la modulation et l'intégration des informations nociceptives a ce

niveau.

Les contrboles descendants dopaminergiques prenant leur origine dans une
composante mineure de la substance noire pars compacte et surtout 'hypothalamus

périventriculaire postérieur (principalement All) exercent une action antinociceptive chez
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le rongeur (Millan, 2002; Tamae et al, 2005). Les controles descendants
sérotoninergiques proviennent majoritairement du noyau raphé magnus (Bowker et al.,
1983) et auraient un effet pro ou antinociceptif selon les types de récepteurs et
d’interneurones spinaux impliqués (Besson et al., 1981; Milne et Gamble, 1990; Ren et al.,
1991; Eide et Hole, 1993). L'effet antinociceptif de la sérotonine semble également

impliquer un relais dans la région noradrénergique du bulbe rachidien (Millan et al., 1996).

Il existe d’autres contrdles descendants monoaminergiques, notamment les controles
descendants noradrénergiques auxquels nous nous sommes intéressés durant les travaux
de cette these. Ils prennent leur origine dans les régions A5, A6 et A7 (Fritschy et al., 1987;
Bruinstroop et al., 2012). Le role analgésique de la noradrénaline dans la modulation de la
nociception est clairement établi (Belcher et al., 1978; Headley et al., 1978; Fleetwood-
Walker et al., 1985). Cet effet implique les divers adrénocepteurs exprimés dans la moelle
épiniére, et particulierement les récepteurs de type o (notamment ooa et ooc (Budai et al.,
1998; Stone et al., 1998; Malmberg et al., 2001)). Bien que ce systéme soit connu depuis
longtemps, son action tant au niveau cellulaire qu’au niveau des réseaux neuronaux de la
CDME est mal comprise. C'est a 'étude de ce systéme qu’a été consacrée une grande partie

de cette these.
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Résumé de la premieére partie :

Dans la moelle épiniere, les fibres afférentes contactent : soit directement des neurones
de projection dans les laminae I et V qui acheminent les informations somatosensorielles
jusqu'aux centres supraspinaux, soit des interneurones locaux de la CDME (Brown, 1982;
Millan, 1999). Ces derniers peuvent étre des interneurones excitateurs (glutamatergiques)
ou inhibiteurs (GABAergiques et/ou glycinergiques). En effet, dans la CDME on trouve une
grande variété de neurotransmetteurs et de neuropeptides ainsi qu'une grande diversité de
récepteurs-canaux ou de récepteurs couplés aux protéines G pouvant étre activés par des
messagers extracellulaires endogeénes (neurotransmetteurs, neuropeptides, etc.)
(Coggeshall et Carlton, 1997). Les interneurones assurent I'intégration et la modulation de
I'information nociceptive a I'étage spinal avant son transfert vers les centres supérieurs via
les neurones de projection. Ces réseaux d’interneurones sont placés sous le contréle de
voies descendantes inhibitrices ou facilitatrices (controles descendants) en provenance de
différentes structures supraspinales principalement situées dans le tronc cérébral, comme
la réticulée bulbaire ventro-médiane ou le LC duquel proviennent les fibres

noradrénergiques innervant la CDME.
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Locus cceruleus

A5

Figure 8. Projections noradrénergiques dans le systéme nerveux central du rat

En haut : Schéma d’une coupe sagittale de I'encéphale de rat montrant les principaux noyaux
noradrénergiques et leurs projections. En bas : Schémas de coupes transversale de moelle
épiniére lombaire sur lesquelles est indiqué le marquage des fibres positives a la dopamine -
hydroxylase suite a I'injection de traceurs viraux dans les aires noradrénergiques supraspinales
A5, A6 ou A7. En rouge: le locus coeruleus ou région A6 (adapté de Koob 2008 et Bruinstroop et
al. 2012).



II. Le systéme noradrénergique

John Jacob Abel a été le premier a isoler I'épinéphrine lors de ses travaux réalisés entre
1896 et 1901. La noradrénaline (NA), ou norépinephrine (en anglais), a été découverte en
1940 par Von Euler (Von Euler, 1951) dans des expériences visant a caractériser le systéme
nerveux sympathique et notamment des transmetteurs chimiques appelés les
« sympathines » excitatrices et inhibitrices par Canon a partir de 1920 (Perez, 2006). La
NA a ensuite été identifiée dans le cerveau du chien grace aux travaux de Vogt (Vogt, 1954)

et de Dahsltrom et Fuxe (Dahlstrom et Fuxe, 1964a).

Les neurones noradrénergiques sont regroupés en sept noyaux nommeés Al a A7
(Dahlstrom et Fuxe, 1964b) et la NA agit dans le systéme nerveux central via des récepteurs
couplés aux protéines G appelés les adrénocepteurs. La principale source de NA dans le
SNC et notamment dans la CDME est le Locus Cceruleus (A6) (Figure 8). En plus de la
moelle épiniére, le LC innerve également le cortex préfrontal, le noyau accumbens, le
septum, 'amygdale, '’hypothalamus, et I'aire tegmentale ventrale (Koob et Koob, 2008;
Brosda et al., 2014).

La NA exerce un effet modulateur sur un grand nombre de fonctions du systeme
nerveux central telles que la mémoire, 'apprentissage, la vigilance, I'attention, I'équilibre
faim-satiété, les réponses au stress (Gu, 2002). La régulation de ces fonctions par la NA
implique des mécanismes de modulation rapide de I'activité des circuits neuronaux et du
métabolisme énergétique cellulaire, mais aussi la mise en place de phénomeénes a plus long
terme de neuroplasticité (O’'Donnell et al., 2012). La NA est également impliquée dans des
fonctions périphériques telles que la régulation du systéme cardio-vasculaire (van der
Hagen et al., 2014; Wang et al., 2014) par le systéme nerveux sympathique ou elle est co-
libérée avec 'ATP (Burnstock, 1995).

Deés 1966, des expériences électrophysiologiques dans la moelle épiniére de chat
anesthésié avaient suggéré que la NA pouvait avoir un effet inhibiteur sur l'activité
électrique des neurones (Engberg et Ryall, 1966). En 1978, Belcher et Headley démontrent
clairement que la NA inhibe les neurones qui répondent aux stimulations nociceptives

chez le chat (Belcher et al., 1978; Headley et al., 1978).
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Figure 9. Les récepteurs adrénergiques, leurs sous-types et leurs voies de signalisation
intracellulaires respectives

PiP, : phosphatidylinositol-4,5-diphosphate ; DAG : diacylglycérol ; IP; : inositol trisphosphate ;
ATP : adénosine-5'-triphosphate ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique.



Par la suite, d’autres travaux ont confirmé que les controles descendants
noradrénergiques avaient un effet analgésique et ont pu montrer que I'adrénocepteur oo
est déterminant dans ce phénoméne (Fleetwood-Walker et al., 1985; Budai et al., 1998).
L’action analgésique de la NA est, en effet, principalement reproduite par les agonistes (ou
antagonistes) des récepteurs oz (Yaksh, 1985). La clonidine est par ailleurs utilisée en
clinique pour traiter des douleurs cancéreuses ou des patients devenus insensibles aux

opiacés (Paris et Tonner, 2005; Fairbanks et al., 2009).

1. Adrénocepteurs

Les récepteurs de la NA sont regroupés sous le terme d’adrénocepteurs. On

distingue trois principaux types d’adrénocepteurs : oy, o2 et 3.

Chacun de ces types d’adrénocepteurs comporte plusieurs sous-types : les
adrénocepteurs aua (d’abord appelé oua/c), cup et oup (précédemment ocya ou oua/p) pour le

type au. Les récepteurs aza, o2 et axc pour le type co. Et les récepteurs B, B2 et B3 pour le
type B.

Ces récepteurs sont tous couplés aux protéines G. Généralement, Les
adrénocepteurs o1 sont couplés positivement a la phospholipase C via Gq, les
adrénocepteurs oz sont couplés négativement a 'adénylate cyclase via G, et les récepteurs
de type B stimulent I'adénylate cyclase via Gs (Figure 9) (Summers et McMartin, 1993;
Bylund et al., 1994; O’'Donnell et al., 2012; Szabadi, 2013). Classiquement, les récepteurs oy

et B ont des effets facilitateurs alors que le récepteur o est inhibiteur (Szabadi, 2013).

Localisation

Des adrénocepteurs o, o et 3 sont présents dans le SNC et en dehors du SNC. En
périphérie, ils sont notamment retrouvés au niveau postsynaptique sur les muscles lisses
et les cellules glandulaires et au niveau présynaptique sur les terminaisons
noradrénergiques sympathiques pour les récepteurs oz (Kerr et Szabadi, 1985; Morley et

al., 1991).

Les neurones préganglionnaires sympathiques de la colonne intermédio-latérale

thoracolombaire sont sous controle excitateur de projections noradrénergiques des aires
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Figure 10. Expression des adrénocepteurs dans la moelle épiniére

Syntheése graphique non exhaustive de la littérature (Nicholson et al. 2005 ; Day et al. 1997 ;
Shi et al. 1999 ; Mizukami 2004 ; Stone et al. 1998) traitant de I'expression spinale des
adrénocepteurs ou de leur ARNm selon des techniques d’'immunomarquages, d’hybridations
in situ et d’enregistrements électrophysiologiques. La taille des symboles indique le niveau
relatif d’expression des adrénocepteurs (North and Yoshimura, 1984; Sonohata et al., 2004;
Ishii et al., 2008; Lu and Perl, 2007; Gassner et al., 2009; Sullivan et al., 1987; Baba et al.,

2000).
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A5/A7 via l'adrénocepteur oy (Jones et Yang, 1985; Takahashi et al., 1987; Lewis et Coote,
1990). Les récepteurs oy et oz exprimés dans la colonne intermédio-latérale sacrée sont

contactés par des terminaisons noradrénergiques en provenance du LC (Westlund et al.,

1984; Jones et Yang, 1985; Yoshimura et al., 1990).

Dans I'encéphale, les trois types d’adrénocepteurs sont retrouvés dans le cortex
cérébral, autant sur des neurones que sur des cellules gliales (Hertz et al., 2010). Le
récepteur o> est exprimé au niveau du cortex préfrontal (Aoki et al., 1994, 1998), de
I'hippocampe (Scheinin et al., 1994; Uhlén et al., 1997; Fagerholm et al., 2008), du

thalamus (Nicholas et al., 1993), et plus faiblement dans le striatum (Nicholas et al., 1996).

Les autorécepteurs oo inhibiteurs sont situés soit sur le corps cellulaire et les
dendrites de neurones noradrénergiques et inhibent la décharge de potentiels d’action de
ces neurones, soit sur les terminaisons axonales de ces neurones ou leur activation inhibe
la libération de NA. Ces autorécepteurs sont impliqués dans un rétrocontrole de la
libération de NA (Birch et Fillenz, 1985). Des hétérorécepteurs oy, c’est-a-dire situés sur
des neurones non-noradrénergiques, sont également impliqués dans des mécanismes de
régulation d’excitabilité et de libération de neurotransmetteurs et se trouvent notamment
sur des terminaisons sérotoninergiques, dopaminergiques et glutamatergiques (Birch et

Fillenz, 1985; Starke, 2001).

Localisation des adrénocepteurs dans la moelle épiniére
Les données suivantes sont schématisées dans la figure 10.

Les sous-types de 'adrénocepteur oq sont exprimés de maniere généralisée dans tout
le SNC (Day et al., 1997). ARNm de chacun des sous-types est détecté aux niveaux

cervical, thoracique, lombaire et sacré de la moelle épiniere.

L’expression de aua est la plus forte dans les laminae profondes VIII et IX, modérée
dans les laminae V-VII et X et tres faible dans les laminae superficielles I-IV. ARNm de

aua est également présent dans les ganglions rachidiens (Nicholson et al., 2005).

Le récepteur oyp se trouve dans les laminae plus profondes de la moelle épiniére et les

ganglions rachidiens.
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L’adrénocepteur oaup est surtout présent dans la corne ventrale de la moelle épiniere.
L’expression de son ARNm est forte dans la lamina IX, faible dans les laminae VII, VIII, X

et trés faible dans le reste de la CDME (I-VI).

En résumé, les ARNm des récepteurs oy se trouvent essentiellement dans la corne
ventrale de la moelle épiniére, particuliérement dans les motoneurones, ainsi que dans les
ganglions rachidiens, mais existent aussi dans la CDME (Day et al., 1997; Nicholson et al.,
2005). 1l faut cependant noter que la distribution des récepteurs oy semble restreinte chez
I’humain. Dans la moelle épiniére o ne serait présent que dans la corne ventrale (Smith et

al., 1999).

Les adrénocepteurs a2 sont aussi exprimés dans 'ensemble de la substance grise de
la moelle épiniere, plus dans les laminae superficielles de la corne dorsale que dans la corne
ventrale. Le profil d’expression reste le méme sur tout I'axe rostro-caudal de la moelle
épiniére (Roudet et al., 1994). Le sous-type o2a semble exprimé dans toutes les laminae,
mais préférentiellement dans les laminae superficielles et par les fibres afférentes primaires
sensibles a la capsaicine (Stone et al., 1998; Shi et al., 1999; Overland et al., 2009). Ceci
expliquerait I'effet inhibiteur des agonistes oo sur la transmission synaptique entre fibres

C et neurones de la CDME (Sullivan et al., 1987; Ueda et al., 1995; Feng et al., 2002).

L’ARNm d’ogp est trouvé dans toute la CDME (Nicholson et al., 2005) dans une
population de petites cellules plus nombreuses dans les laminae superficielles (Shi et al.,

1999).

Le sous-type ooc est présent sur les terminaisons dune sous-population
d’interneurones majoritairement excitateurs (+ 80 %) (contenant VGLUT2, un
transporteur vésiculaire du glutamate) et inhibiteurs (10 %) de la CDME (Olave et
Maxwell, 2002). Par ailleurs, son ARNm a été détecté dans les ganglions rachidiens

(Nicholson et al., 2005).

Il faut noter que les sous-types oa et oac sont également exprimés par les
motoneurones de la corne ventrale (Shi et al., 1999) et quil ne semble pas y avoir
d’adrénocepteurs o sur les fibres descendantes noradrénergiques (Stone et al., 1998; Olave

et Maxwell, 2002).
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Pour résumer, des adrénocepteurs o sont exprimés dans la CDME, sur des
interneurones, mais aussi sur les fibres afférentes primaires et dans les ganglions
rachidiens. Les fibres noradrénergiques en provenance du LC et qui projettent vers la

CDME ne semblent pas posséder d’adrénocepteurs oo.

Les récepteurs i se trouvent dans 'ensemble de la CDME (Nicholson et al., 2005).
Le sous-type 2 semble avoir une expression restreinte aux laminae I et I, ainsi qu’au

voisinage du canal de I'épendyme (lamina X) (Mizukami, 2004).

Expression gliale des adrénocepteurs
Moelle épiniére
Dans la moelle épiniere quelques études montrent que les adrénocepteurs sont

exprimés par des cellules non neuronales.

Les astrocytes spinaux expriment les récepteurs o et 3 (Hosli et Hosli, 1982; Hosli et
al., 1993). Certaines études ont suggéré la présence de récepteurs coa dans la membrane
plasmique des astrocytes (Xu et al., 2010b) alors que d’autres études n’ont détecté ni o2a,

ni czc (Stone et al., 1998).

Bien que le détail de 'expression des adrénocepteurs dans la glie de la moelle
épiniére ne soit pas connu, il semble qu’au moins les astrocytes expriment les récepteurs o

et B. Les conséquences de leur activation restent cependant mal connues.

Régions supraspinales

Les astrocytes supraspinaux expriment les trois types d’adrénocepteurs (Hertz et al.,
2014). IIs répondent a une application de NA par une libération d’ATP (Gordon et al.,
20009) et de glutamate qui peut moduler la transmission synaptique excitatrice, spontanée
et miniature (Gordon et al., 2005), ainsi qu'inhibitrice dans I'hippocampe (Newman,
2003). La NA et les agonistes des récepteurs oy, o2 et B appliqués de maniére exogéne
augmentent la concentration intracellulaire de calcium dans les astrocytes corticaux en
culture (Salm et McCarthy, 1990; Hertz et al., 2014). Dans les astrocytes corticaux
d’animaux vigiles, la NA endogene libérée par des axones de neurones du LC projetant vers
le cortex cérébral, peut induire des vagues d’élévation de calcium intracellulaire suite a

l'activation des récepteurs oy astrocytaires (Ding et al., 2013).

26



De plus, des données obtenues sur des cellules gliales corticales de souris montrent
que la microglie semble exprimer les adrénocepteurs B et B2 (Prinz et al., 2001). Ces
récepteurs permettent a la NA libérée par les projections noradrénergiques du LC de
moduler I'activité immunitaire de la microglie (Heneka et al., 2010; O’Donnell et al., 2012).
La microglie corticale contient également ’TARNm des récepteurs oua, ca, Pi et 2 (Mori et

al., 2002; Tanaka et al., 2002).

Voies de signalisation des adrénocepteurs gliaux

Certains effets de la NA sur les astrocytes sont relativement bien connus. Nous
savons notamment que l'application de NA sur les astrocytes augmente la recapture du
glutamate, stimule la glycogénolyse (Hertz et al., 2004, 2013) ainsi que la production de
lactate et de glutamine (O’Donnell et al., 2012). La NA peut, d'une certaine fagon, étre vue
comme un modulateur qui amplifie les fonctions de soutien des astrocytes sur les

neurones.

De plus, dans la glie, la stimulation des adrénocepteurs peut induire la libération
vésiculaire d’ATP. La libération d’ATP par exocytose a partir des astrocytes corticaux en
culture primaire nécessite I'activation de la voie DAG (diacylglycérol), probablement en

aval de la signalisation Gq dépendante (Mungenast, 2011).

Cet effet implique en partie une stimulation calcium-dépendante de la
glycogénolyse (Xu et al., 2014b). Il a également été observé que la voie de signalisation en
aval de I'activation des adrénocepteurs i peut basculer du couplage classique a I'adénylate
cyclase via Gs a une cascade intracellulaire dépendante de G; et pouvant étre a I'origine de
la glycogénolyse calcium-dépendante dans les astrocytes corticaux en culture (Du et al.,
2010; Xu et al., 2014a). D’autres études confirment une stimulation calcium-dépendante
de la glycogénolyse par les récepteurs B adrénergiques (Hertz et al., 2014). Dans une
moindre mesure, lactivation des adrénocepteurs o> pourrait aussi stimuler la

glycogénolyse en culture (Subbarao et Hertz, 1990; Hertz et al., 2014).

Les astrocytes de souris en culture libérent également un autre messager
extracellulaire, I'acide homocystéique, suite a l'activation des adrénocepteurs (3 par

I'isoprotérénol (Do et al., 1997).
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Figure 11. Voie de biosynthése des cathécholamines
La tyrosine hydroxylase catalyse I’hydroxylation de la tyrosine en L-DOPA

(L-3,4-dihydroxyphénylalanine). Cette étape est limitante dans la biosynthése. La L-DOPA est
décarboxylée en dopamine par la DOPA-décarboxylase. La dopamine est concentrée dans des
vésicules (via un transporteur VMAT, vesicular monoamine transporter) avant d'étre hydroxylée en
noradrénaline par la dopamine B-hydroxylase.



Les astrocytes du cortex en culture semblent donc faire appel a des voies de
signalisation intracellulaires qui peuvent étre différentes du couplage intracellulaire
classique des adrénocepteurs qu’ils expriment. Ces mécanismes sont a l'origine de la
libération de différents gliotransmetteurs pouvant moduler la transmission synaptique
(Newman, 2003; Pougnet et al., 2014). Dans le cas du systéme noradrénergique cortical,
les cellules gliales régulent également la concentration extracellulaire de NA, et de

dopamine, via le transporteur de la NA (NAT) qu’elles expriment (Takeda et al., 2002).

2.Controles descendants noradrénergiques

La NA exerce un effet analgésique et il a été montré que I'activation des controles
descendants noradrénergiques en provenance du LC inhibait la transmission nociceptive

dans la CDME.

Source de noradrénaline dans la moelle épiniére

La NA est une catécholamine, elle a comme précurseur la tyrosine (Figure 11) a partir
de laquelle la dopamine est synthétisée. La NA est obtenue par hydroxylation de la
dopamine grace a la dopamine B-hydroxylase. Cette enzyme est nécessaire a la synthése
de NA et sa présence est souvent utilisée comme indicateur du phénotype

noradrénergique. L'adrénaline est synthétisée par méthylation de la NA.

Dans la moelle épiniere, la NA provient exclusivement des neurones bulbo-spinaux.
Les corps cellulaires des neurones noradrénergiques projetant vers la moelle épiniere se
situent dans les aires A5, A6 et A7 (Figure 8). La zone intermédio-latérale et la corne
ventrale sont innervées par des neurones dont les corps cellulaires se situent dans les aires
A5 et A7 respectivement. La CDME est innervée par des axones des neurones du LC (A6)
(Fritschy et al., 1987; Lyons et al., 1989; Bruinstroop et al., 2012). Par ailleurs, une étude
récente indique que seule la partie la plus ventrale du LC serait impliquée dans I'effet

antinociceptif de la NA (Hickey et al., 2014).

Il n'y a pas de dopamine B-hydroxylase dans les ganglions rachidiens ni dans les
neurones intrinséques a la CDME (Price et Mudge, 1983; Vega et al., 1991). Les marquages

au moyen d’anticorps dirigés contre cette enzyme mettent en évidence des fibres
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provenant du LC dans la substance grise de la moelle. Lorsque les neurones du LC sont
détruits, le marquage de la dopamine B-hydroxylase disparait de la CDME (Satoh et al.,
1982; Fritschy et Grzanna, 1989), confirmant l'origine exclusivement bulbaire de la NA

trouvée dans la CDME.

Les fibres en provenance du LC projettent dans la CDME en passant principalement

par le funiculus ventral et la substance blanche superficielle de la CDME (Bruinstroop et

al., 2012).

De maniére intéressante, il existe des projections directes de certains neurones de

la lamina I de la CDME vers le LC (Craig, 1992).

Mode de communication dans le systéme noradrénergique

Les terminaisons noradrénergiques projetant dans la CDME passent par la partie
dorsale du funiculus latéral. Ces axones contactent principalement les cellules de la
substance grise superficielle (laminae I a III) (Satoh et al., 1982; Fritschy et al., 1987;
Hagihira et al., 1990; Rajaofetra et al., 1992). Certaines de ces fibres font des contacts
synaptiques « classiques » majoritairement axo-somatiques, avec des neurones de la
CDME. Selon les études, ces synapses neuro-neuronales sont majoritaires (Hagihira et al.,
1990) ou plutét rares (Satoh et al., 1982; Rajaofetra et al., 1992; Ridet et al., 1993). En effet,
les terminaisons noradrénergiques semblent également établir des contacts avec des
astrocytes, et ces synapses neuro-gliales semblent plus fréquentes que les synapses neuro-
neuronales (Ridet et al., 1993). Cependant, la plupart des fibres noradrénergiques en
provenance du LC ne formeraient aucun contact classique de type synaptique dans les
laminae superficielles de la CDME (Satoh et al., 1982; Rajaofetra et al., 1992; Ridet et al.,
1993), suggérant plutot un mode d’action de la NA par transmission volumique. Des fibres
noradrénergiques pouvant étre a l'origine d'une transmission volumique sont souvent

observées en apposition avec des astrocytes (Ridet et al., 1993).

Une stimulation des fibres afférentes primaires de type C et A, mais pas A, a pour
conséquence une augmentation de la concentration extracellulaire de NA dans la CDME.
De plus, cette élévation de NA est absente suite a la lésion du LC (Men et al., 1996; Hitoto
et al., 1998). Lorsque les fibres noradrénergiques sont stimulées électriquement dans le

tronc cérébral, la concentration extracellulaire de NA mesurée par microdialyse dans la
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moelle épiniére a été estimée a 23 pM (Abhold et Bowker, 1990). L'ICso de leffet
hyperpolarisant de la NA appliquée de maniére exogéne, mesuré lors d’enregistrements

intracellulaires sur des tranches de cerveau, est du méme ordre de grandeur (17 pM) (Liu

et Alreja, 1998).

Effets de la NA dans la corne dorsale de la moelle épiniere

La NA libérée dans la moelle épiniére y exerce un ensemble d’effets tant sur les
neurones que les astrocytes des différentes laminae de la CDME. Ces effets résultent en
une analgésie semblant surtout dépendre des adrénocepteurs de type oz. Ce sont ces effets
que nous avons tentés de caractériser plus en détail lors de notre travail de these,

notamment en nous intéressant aux phénomenes qui ont lieu dans les laminae profondes

de la CDME.

Analgésie
L’effet analgésique de la NA au niveau spinal est connu depuis longtemps (Belcher
et al., 1978; Headley et al., 1978) et 'on sait I'importance de I'adrénocepteur o> dans ce
mécanisme chez le chat, le rongeur (Fleetwood-Walker et al., 1985) et les primates (Yaksh
et Reddy, 1981). Clest cet effet analgésique qui est également ciblé en anesthésiologie

humaine (Paris et Tonner, 2005).

L’administration intrathécale d’agonistes ou d’antagonistes des récepteurs oo mime
ou bloque l'effet de la NA observé dans divers tests comportementaux nociceptifs
thermiques (Fleetwood-Walker et al., 1985; Jones, 1992) ou mécaniques (Walker et al.,
2012). 1l est a noter que dans la grande majorité de ces travaux, ce sont uniquement les
seuils nociceptifs thermiques qui ont été évalués (tail flick, hot plate). L'application
d’antagonistes des récepteurs o2 au niveau spinal inhibe les stimulations des entrées
nociceptives vers les neurones de la CDME (Budai et al., 1998). Une étude visant a
caractériser l'effet analgésique du venin d’abeille montre que I'activation de récepteurs
adrénergiques de type oz a une action sélective sur I'hyperalgésie thermique, et non
mécanique, dans des modeles de douleur neuropathique (Roh et al., 2004). Par ailleurs,
l'effet analgésique d’agonistes ax-adrénergiques comme la clonidine, utilisée en clinique
humaine, est observé suite a une administration périphérique de la substance (systémique,

intrapéritonéale) (Asano et al., 2000). Cependant, de nombreux effets secondaires
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indésirables tels que la sudation, la bradycardie, 'hypotension s’ajoutent a I'analgésie
(Asano et al., 2000; Paris et Tonner, 2005; Funai et al., 2014) et limitent fortement ce type

d’administration en clinique humaine.

La plupart des études impliquent un réle majeur du récepteur oz dans leffet
analgésique de la NA, mais certains travaux suggérent également une contribution des
adrénocepteurs o et B au niveau central (Ramana Reddy et Yaksh, 1980; Aran et Proudfit,

1990; Peng et al., 1993).

Les agonistes a2 ont un effet analgésique en situation de douleurs aigués et
chroniques (Hunter et al., 1997), bien que certaines études n’aient pas détecté d’effets
analgésiques de ces agonistes sur une douleur survenant juste apreés une section de nerf
mais uniquement sur la partie chronique qui se met en place par la suite (Puke et
Wiesenfeld-Hallin, 1993). Une fois la neuropathie installée, les agonistes o> restent
efficaces pour atténuer la douleur et cest d’ailleurs dans des conditions de douleurs
neuropathiques cancéreuses, lorsque les opioides ne sont plus efficaces, que des substances
telles que la clonidine ou la dexmédétomidine sont utilisées en clinique humaine par

administration intrathécale.

Dans les douleurs neuropathiques, il semble que le récepteur oza soit important
pour l'effet antinociceptif des agonistes o adrénergiques. La neuropathie a aussi pour
conséquence une augmentation des concentrations de tyrosine hydroxylase et de
dopamine B-hydroxylase dans la CDME et le LC (Ma et Eisenach, 2003). Dans les ganglions
rachidiens, suite a une lésion périphérique d’un nerf, une augmentation du taux ARNm
des trois types d’adrénocepteurs (Maruo et al., 2006) ainsi qu'un bourgeonnement de
fibres sympathiques noradrénergiques en provenance du rameau communicant gris vers
les ganglions rachidiens sont observés (McLachlan et al., 1993; Ramer et Bisby, 1997).
Concernant les effets analgésiques périphériques de la NA en situation de douleur
neuropathique, une série d’études montre que dans les ganglions rachidiens, c’est
I'activation des adrénocepteurs de type (2 exprimés par les cellules satellites non-
neuronales qui a un effet antiallodynique. Les adrénocepteurs de type o ne semblent pas
impliqués (Choucair-Jaafar et al., 2014). Les récepteurs 3 sont activés par des traitements

chroniques aux antidépresseurs tricycliques qui bloquent les transporteurs de la NA et
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donc la recapture de NA. Ils impliquent uniquement le systéme noradrénergique
sympathique périphérique, une lésion du systeme noradrénergique central ne bloquant

pas ces effets (Barrot et al., 2009; Bohren et al., 2013).

Les injections intrathécales d’agonistes oz soulagent également les douleurs

inflammatoires (Xu et al., 2010a).

De maniere plus contradictoire, I'injection intrathécale (chez la souris) ou sous-
cutanée d’antagonistes des adrénocepteurs oz peut aussi avoir des effets antinociceptifs

lors des deux phases du test a la formaline (Kanui et al., 1993; Shannon et Lutz, 2000).

La destruction des fibres noradrénergiques de la moelle n’affecte pas les seuils mécaniques
de base testés avec les filaments de Von Frey. Mais apres a la mise en place d'une douleur
neuropathique (spinal nerve ligation), cette opération exacerbe I’hypersensibilité
mécanique des rats ainsi que l'effet analgésique d'une injection intrathécale de clonidine

(Hayashida et al., 2012).

Récemment, il a également été montré que la clonidine pouvait inhiber le prurit et
que la destruction des fibres cathécholaminergiques facilitait les réponses pruritiques,
suggérant un contrdle de cette modalité par le systéme noradrénergique (Gotoh et al.,

2011).

Donneées fonctionnelles des effets de la noradrénaline dans la CDME

En parallele a ces études morphologiques et comportementales, les effets
électrophysiologiques de la NA dans la CDME ont été étudiés. Dans une étude pionniére,
Engberg et Ryall ont appliqué de la NA lors d’enregistrements électrophysiologiques de
neurones de la substance grise de la moelle épiniere de chat. Ils ont observé des effets
inhibiteurs sur la décharge de potentiels d’action des neurones et ont proposé que la NA
pouvait hyperpolariser la membrane de certains neurones, ce qui inhiberait la transmission
nerveuse au sein des réseaux de neurones de la CDME (Engberg et Ryall, 1966). Par la suite,

ces observations initiales ont été largement confirmées.

Effets postsynaptiques
Des enregistrements in vitro de neurones de la lamina II révelent un effet

hyperpolarisant (inhibiteur) impliquant une augmentation de conductance membranaire
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aux ions potassium dans 80 % des neurones. Cet effet met en jeu les récepteurs oo. Les
agonistes oq induisent des dépolarisations dans une sous-population de neurones et les
agonistes des récepteurs 3 n'ont aucun effet dans la lamina II (North et Yoshimura, 1984;
Ishii et al., 2008). Des enregistrements réalisés in vivo sont en accord avec les données
obtenues in vitro sur tranche de moelle épiniére et associent une augmentation de
conductance membranaire aux ions K* a l'effet hyperpolarisant co-dépendant (Howe et
Zieglgansberger, 1987; Sonohata et al., 2004). Une hyperpolarisation induite par
I'activation des récepteurs oo est également présente dans les neurones du LC (Surprenant

et Williams, 1987).

Dans la lamina [, les neurones hyperpolarisés par la NA sont ceux qui répondent a
la substance P et expriment les récepteurs NKI, ce qui suggere que la NA aurait un effet
postsynaptique inhibiteur sur une partie des neurones de projection de la lamina I (Lu et

Perl, 2007).

En utilisant une lignée de souris transgénique permettant d’identifier les neurones
GABAergiques dans des tranches de moelle épiniére, il a été montré que dans la lamina II,
les neurones GABAergiques sont majoritairement dépolarisés (40 %) alors que les
neurones non-GABAergiques sont préférentiellement hyperpolarisés (46 %) par la NA via
I'activation des récepteurs oy et oo, respectivement. Dans la lamina III superficielle, les
neurones GABAergiques ne sont jamais dépolarisés, mais hyperpolarisés (20 %) ou non
affectés (75 %) par la NA. Il semblerait donc que dans la lamina II les récepteurs o soient
surtout exprimés par des neurones GABAergiques et les récepteurs oz par des neurones
non-GABAergiques, alors que dans la lamina III superficielle, un quart des neurones

GABAergiques exprimerait les récepteurs oz (Gassner et al., 2009).

Effets présynaptiques

Concernant les modulations présynaptiques par la NA, nous avons déja évoqué
l'existence d’adrénocepteurs de type oz sur les fibres afférentes primaires de type C et A§
sensibles a la capsaicine (Stone et al., 1998). Ces récepteurs sont fonctionnels car les
réponses synaptiques enregistrées dans les neurones de la CDME aprés stimulation
(électrique ou pharmacologique) des fibres afférentes sont atténuées de maniére dose-

dépendante par la clonidine (agoniste o) (Sullivan et al., 1987; Ueda et al., 1995; Feng et
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al., 2002). De plus, la NA semble pouvoir réduire la fréquence des courants
postsynaptiques excitateurs miniatures (CPSEm, en présence de tétrodotoxine) enregistrés
dans la lamina IT (Feng et al., 2002; Pan et al., 2002).Cet effet n’est cependant pas retrouvé
dans toutes les études (Baba et al., 2000a). Il est intéressant de noter que des fortes doses
de clonidine peuvent aussi avoir un effet inhibiteur sur les courants synaptiques évoqués

par la stimulation électrique des fibres AP (Sullivan et al., 1987).

Par contre, la NA augmente la fréquence des courants postsynaptiques inhibiteurs
miniatures (CPSIm) dans la lamina II par un phénomeéne qui met en jeu les récepteur oy, la
clonidine (agoniste o) et 'isoprotérénol (agoniste ) n’ayant pas d’effets. La NA augmente
aussi la fréquence et l'amplitude des événements postsynaptiques GABAergiques

spontanés. Cet effet est mimé par 'agoniste oy et est bloqué par la TTX (Baba et al., 2000a).

En accord avec ces données obtenues in vitro, une étude récente de patch-clamp in
vivo dans la moelle épiniere a montré qu'une application systémique d’agonistes des
récepteurs oz augmentait la fréquence des CPSIs dans les laminae superficielles de la

CDME sans avoir d’effet sur les CPSEs (Funai et al., 2014).

De plus, la NA semble moduler directement 'activité des récepteurs de la glycine.
En effet, des enregistrements réalisés dans la partie sacrée de la moelle épiniére montrent
que la NA et la clonidine potentialisent le courant Cl" glycinergique en inhibant la PKA
(Nabekura et al., 1999). Un effet similaire a été retrouvé sur des neurones de la CDME en

culture (Lang et al., 2003).

Ces données fonctionnelles peuvent étre comparées aux données anatomiques
concernant la localisation des adrénocepteurs dans la CDME. Les adrénocepteurs o et oo
sont présents et fonctionnels dans la lamina II. Le récepteur oo est aussi exprimé dans les
laminae I et III, ainsi que sur les fibres afférentes primaires nociceptives. L’'adrénocepteur
B ne semble avoir aucun effet sur les transmissions synaptiques excitatrices et inhibitrices
dans la lamina II, bien que sa présence soit suggérée par une approche

immunohistochimique (Mizukami, 2004).
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L’ensemble de ces résultats indique que la NA a globalement un effet inhibiteur
dans les laminae superficielles de la CDME, en particulier via I'adrénocepteur co. Ainsi une
inhibition des informations nociceptives en provenance de la périphérie, une inhibition
postsynaptique des interneurones de la lamina II, et une inhibition des neurones de
projection de la lamina I, pourraient expliquer 'analgésie a>-dépendante observée lors de

tests comportementaux.

Ces conclusions se limitent cependant aux laminae les plus superficielles de la
CDME. Pourtant, les laminae plus profondes (III a V) jouent également un réle important
dans la transmission et la modulation des informations nociceptives dans la moelle
épiniére (Petitjean et al., 2012), mais a ce jour les effets de la NA sur la transmission

synaptique dans ces laminae n’ont pas été étudiés.

Conclusion sur le systéme noradrénergique spinal

Les projections noradrénergiques du LC vers la CDME constituent un controéle
descendant analgésique. Des études comportementales ont montré que I'effet analgésique
de ce systeme dépendrait principalement de 'activation des adrénocepteurs oz dans la
CDME. Les études éléctrophysiologiques visant a comprendre les mécanismes d’action de
ce systeme se sont focalisées sur les laminae superficielles de la CDME ou I'activation de
I'adrénocepteur oq a un effet excitateur sur une majorité de neurones GABAergiques et
'activation de I'adrénocepteur oz a un effet inhibiteur sur les neurones non-GABAergiques,

potentiellement glutamatergiques de la lamina II.

L’expression d’adrénocepteurs dans les laminae profondes de la CDME et par les
astrocytes spinaux contactés par des fibres noradrénergiques en provenance du LC suggére

leur participation a la mise en place de I'analgésie spinale noradrénergique.
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Objectifs de la these

Les principaux objectifs de ce travail de theése ont été :

- De rechercher et de caractériser les effets de la NA sur la transmission synaptique
dans les laminae profondes de la CDME.

- D’identifier les récepteurs impliqués dans ces effets.

- De mettre en évidence le role des communications interlaminaires et des cellules

gliales dans ces effets.

Au cours de ces travaux, des résultats complémentaires ont été obtenus. Ainsi nous avons

pu montrer :

o La participation de la glie spinale a l'effet de la capsaicine dans les laminae
profondes de la corne dorsale sur la transmission synaptique inhibitrice.
o Un effet de la dopamine passant par les récepteurs a la NA dans les laminae

[II-1V de la corne dorsale.

Ces résultats préliminaires seront mentionnés dans le chapitre des résultats.
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1. Prélévement de la moelle épiniére 2. Section du segment lombaire

3. Inclusion dans un bloc d’agarose

4. Coupe au vibratome 5. Conservation des tranches

-

Figure 12. Prélevement de la moelle épiniére de rat par extrusion hydraulique et réalisation
de tranches transversales

(1) La moelle est d’abord prélevée par extrusion hydraulique, puis (2) le renflement lombaire
est isolé avec deux sections au scalpel. (3) Cette partie de la moelle épiniére est alors placée
dans un bloc d’agarose sculpté a la bonne taille et collé sur la platine du vibratome. (4) Le bloc
d’agarose est plongé dans du saccharose-ACSF froid (1-4 °C) équilibré avec un mélange (95 %
0, / 5 % CO,), et des tranches de 600 um sont réalisées. (5) Ces tranches sont ensuite
conservées dans une chambre d’incubation remplie d’ACSF constamment bullé.



MATERIEL ET METHODES

1. Animaux utilisés

L’ensemble de nos expériences a été réalisé avec des rats Sprague-Dawley ou Wistar
agés de 3 a 4 semaines (P17-P25). Des males ont été utilisés en priorité. Ces animaux sont
nés et ont été élevés dans I'animalerie de notre laboratoire a I'Institut de Physiologie et de
Chimie Biologique (jusqu’en juin 2014) puis dans 'animalerie du Chronobiotron du Centre
de Neurochimie (apres juin 2014). Les animaux disposaient de nourriture et d’eau a volonté
et étaient soumis a une photopériode jour/nuit de 12h/12h. Toutes les expérimentations
ont été effectuées en conformité avec la législation européenne directive 86/609/CCE du
conseil de I'Europe du 24 novembre 1986 en ce qui concerne notre animalerie et avec

I'autorisation de ministere frangais de I'agriculture (Licence numéro 67-107, R. Schlichter).

2.Dissection et réalisation des tranches de moelle

épiniere

Les rats sont anesthésiés par injection intra-péritonéale de kétamine (75 mg/kg,
Imalgene 1000, Merial). La moelle épiniére est prélevée par extrusion hydraulique comme
décrit précédemment (Chéry et de Koninck, 1999). Pour réaliser ce prélévement, une
incision longitudinale de la peau du dos de I'animal est pratiquée, puis celui-ci est décapité.
La colonne vertébrale est alors sectionnée aux niveaux sacré et cervical. Une pointe d'un
cone de Pipetman de 200 pL adaptée sur une seringue de 20 mL remplie de saccharose-
ACSF froid est ensuite insérée dans le canal rachidien du coté sacré. L'injection de
saccharose-ACSF dans le canal rachidien au niveau sacré permet d’expulser la moelle
épiniére du coté cervical (Figure 12.1). La moelle épiniére ainsi extraite est rapidement
transférée dans une boite de Pétri remplie de saccharose-ACSF froid ol les méninges sont

retirées grace a des pinces fines.

La dissection est réalisée dans une solution appelée saccharose-ACSF (Artificial
CerebroSpinal Fluid), dont la composition en mM est : KCl 2 ; KH2PO4 1,25 ; CaCl> 2;
MgSO4 1,3 ; saccharose 248 ; glucose 11 ; NaHCOs 26. Cette solution est réfrigérée a 1-4°C
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et constamment équilibrée avec du carbogene (95 % Oz / 5 % CO.). Dans cette solution,
le NaCl est remplacé par du saccharose afin d’empécher la genése de potentiels d’action.
Cette condition expérimentale minimise la libération synaptique massive de glutamate lors
de la section du tissu et par conséquent permet de limiter les phénomeénes d’excitotoxicité

liés notamment a I'activation des récepteurs NMDA.

Le renflement lombaire de la moelle épiniére est ensuite prélevé en pratiquant des
sections au scalpel de part et d’autre de la région d’intérét (Figure 12.2). La portion de
moelle épiniére ainsi isolée est alors disposée dans une gouttiére taillée dans un bloc
d’agarose a 5 %. La taille de la gouttiére est adaptée de facon a permettre un bon maintien
de la moelle lors de la préparation des tranches. Le cube contenant la moelle est collé sur
la platine d’'un vibratome (Leica VT1200S) avec de la colle au cyanoacrylate (Loctite,
Henkel France) (Figure 12.3). La platine est rapidement placée dans la cuve, qui a été
préalablement remplie de saccharose-ACSF froid (1-4°C). Des tranches transversales de
600 um sont réalisées a une vitesse de coupe de 0,2 mm/s et une amplitude de vibration
de 3 mm (Figure 12.4), puis conservées a température ambiante sur un filet de nylon dans
une chambre de stockage remplie avec de I'ACSF (c.f composition ci-dessous)
constamment équilibré avec un mélange de 95 % Oz / 5 % CO: (Figure 12.5) pendant au

moins 1 heure avant de commencer les enregistrements.

3. Enregistrements électrophysiologiques

Les enregistrements ont été effectués en utilisant la configuration « cellule entiére »
de la technique de patch-clamp. Soit en mode potentiel-imposé, soit en mode courant-

imposé.

a) Pipettes
Les pipettes sont obtenues a partir de capillaires de borosilicate (modéle CC120F-10 ;
diameétre externe: 1,2 mm ; diameétre interne: 0,69 mm ; Harvard Appartus). Ces
capillaires sont étirés avec une étireuse horizontale a laser P-2000 ou a filament P-1000
(Sutter Instrument Co, Novato, California, USA). Les parametres d’étirement ont été
choisis pour que la résistance électrique finale des pipettes remplies avec du milieu

intracellulaire (cf composition ci-dessous) soit comprise entre 3,5 et 5,5 MQ.
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b) Solutions
-Milieu extracellulaire

Lors des enregistrements électrophysiologiques, les tranches sont immergées dans une
solution d’ACSF (Artificial CerebroSpinal Fluid), dont la composition est la suivante (en
mM) : NaCl 126 ; NaHCOs526 ; glucose 10 ; KCI 2,5 ; CaCl22 ; MgCl> 2 ; NaH.PO.1,25. Lorsque

ce milieu est saturé avec un mélange de 95 % d'O./ 5 % de CO., son pH est de 7,3.

-Milieu intracellulaire

Les pipettes sont remplies avec une solution contenant (en mM) : CsSO4 80 ; HEPES 10 ;
MgClz 2 ; biocytine 10 ; pour les enregistrements en configuration potentiel imposé. La
biocityne diffuse dans le neurone pendant I'enregistrement et permettra de réaliser des
marquages immunohistochimiques postérieurs a I'expérience d’électrophysiologie. Le pH
de la solution intracellulaire est ajusté a 7,3 avec une solution d’hydroxyde de césium
(CsOH) et 'osmolarité est mesurée avec un osmometre et ajustée a 300 + 10 mOsm par
'ajout de saccharose. Ce milieu intrapipette a été choisi de maniére a pouvoir facilement
distinguer les courants synaptiques inhibiteurs des courants synaptiques excitateurs. En
effet, avec les milieux extracellulaire et intracellulaire utilisés, le potentiel d’équilibre des
cations (Eca) est de O mV et celui des ions chlorure (Eci) est de -90 mV. Pour enregistrer
les courants excitateurs, le potentiel de maintien (Vh) a été fixé a -60 mV. Dans ces
conditions expérimentales les courants synaptiques excitateurs sont visualisés sous forme
de déflexions négatives de la trace du courant (courants entrants). Pour les courants
inhibiteurs, le Vh est fixé a 0 mV. Dans ce cas, les courants synaptiques inhibiteurs sont

enregistrés sous forme de déflexions positives de la trace du courant (courants sortants).

¢) Dispositif expérimental et déroulement des enregistrements
électrophysiologiques
Le dispositif expérimental comprend la chambre d’enregistrement contenant la tranche
de moelle épiniére qui est constamment perfusée avec du milieu extracellulaire (ACSF) par
un systéme de perfusion par gravité. L'application des différentes substances a tester se fait
grace a un systéme de robinets multivoies. Pour procéder a un enregistrement, une tranche

aigué de moelle épiniere est tout d’abord transférée de la chambre d’incubation vers la
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chambre d’enregistrement dans laquelle sont placées les électrodes d’enregistrement et de

référence.

Les enregistrements électrophysiologiques sont effectués sur un poste de « blind-

patch » ot la tranche de moelle épiniére est visualisée avec une loupe binoculaire.

L’électrode d’enregistrement est positionnée verticalement au-dessus de la lamina
dans laquelle un neurone va étre enregistré. La lamina II est facilement identifiable dans
la tranche épaisse, sous la forme d'un croissant translucide car elle renferme peu d’axones
myélinisés. La lamina V est repérée a 'aide d’indices morphologiques comme la position
du canal de I'épendyme et celle de la zone ou la substance blanche du cordon latérale

). . : : .
s'invagine dans la substance grise de la zone centrale. Pour certaine expériences, une
section mécanique a été réalisée entre les laminae IV et V afin d'interrompre la
communication cellulaire entre les laminae superficielles et profondes de la corne dorsale.
Cette procédure est réalisée sous une loupe binoculaire dans la chambre d’enregistrement

a l'aide d'un morceau de lame de rasoir monté sur un micromanipulateur. La section est

réalisée a la base de I'invagination permettant de localiser la lamina V.

Au moment de la descente de I'électrode, une légere surpression est appliquée a
l'intérieur de la pipette afin d'éviter son obturation, et des créneaux de potentiel de 5 mV
(20 ms) sont appliqués a I'intérieur la pointe de la pipette a une fréquence de 50 Hz. Ce
protocole permet de mesurer en permanence la résistance électrique de I'électrode lors de
sa descente dans la tranche. En effet, 'amplitude du courant que le systéme doit injecter
pour réaliser ce saut de potentiel est directement proportionnelle a la résistance de
I'électrode. Lorsque la pointe de I'électrode entre en contact avec une membrane cellulaire,
la valeur de la résistance électrique de I'électrode augmente et par conséquent l'intensité
du courant qui est nécessaire pour réaliser ce saut de potentiel diminue. Quand la
résistance de I'électrode augmente d’environ 0,5 MQ on relache la surpression initialement
imposée afin d’aspirer la partie de la membrane de la cellule située sous la pointe de
'électrode. On obtient ainsi entre la pointe de la pipette et la membrane cellulaire une
jonction a forte résistance dont la valeur est de I'ordre du giga ohm (10° Q). On appelle

cette jonction le « gigaseal » et la configuration obtenue est dite « cellule attachée ».
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Tableau 1. Substances pharmacologiques utilisées.

Solvant
Abréviation Nom complet Fournisseur Cf)ncentr.a.tu')n Proprlete. du stock Stockage
finale utilisée pharmacologique dela
solution
Agoniste
NA Noradrénaline Sigma, St. Louis, 20 uM en([iogene des H20 -20°C
USA récepteurs
adrénergiques
P Sigma, St. Louis, Agoniste des .
Phe Phényléphrine USA 20 uM récepteurs ol H20 20°C
. Sigma, St. Louis, Agoniste des .
Clo Clonidine USA 10 uM récepteurs a2 H20 20°C
- Sigma, St. Louis, Agoniste des
| t | 20 uM b H20 -20°C
Iso soprotereno USA M récepteurs B ?
. . Antagoniste des
. L
Phento phentolamine Slgma,USStA ouls, 10 uM récepteurs a- H20 -20°C
adrénergiques
. . Antagoniste des
Propra propranolol Slgma,USStA Louis, 50 uM récepteurs B- H20 -20°C
adrénergiques
Acide . . L Préparé le
FC fluorocitrique - Sigma, St. Louis, 100 uM ) Inhll:.>|teur d'e ACSF jour
. USA I'aconitase gliale N
fluorocitrate méme
Pyridoxalphospha
te-6-azophenyl- Sigma, St. Louis, Antagoniste des N
PPADS 2',4'-disulfonic USA 10um récepteurs P2X H0 20°C
acid
. Sigma, St. Louis, Antagoniste des N
BBG Brillant blue G USA 1um récepteurs P2X; H.0 20°C
. . . . Sigma, St. Louis, Antagoniste des N
Bicuculline Bicuculline USA 10 uM récepteurs GABA H.0 20°C
phenylbenzene w- . . Antagoniste des
PMBA phosphono-a- Slgma,USStA Louis, 10 uM récepteurs de la H20 -20°C
amino acid glycine
bloguant des
TTX Tétrodotoxine Latoxan, 0,5 uM canaux Na H20 -20°C
Valence, France voltage
dépendants
6-cyano-7- Tocris. Bristol antagoniste des
CNQX nitroquinoxaline- LJK ! 10 uM récepteurs DMSO -20°C
2,3-dione AMPA/kainate
D-2-amino-5-
Abcam, antagoniste des .
APV phosphoer:ovalerat Cambridge, UK S0 uM récepteurs NMDA H0 -20c
.. L Sigma, St. Louis, Agoniste des , o
Capsaicine Capsaicine USA 5uM récepteurs TRPV1 éthanol 4°C
Agoniste
. Sigma, St. Louis, endogéne des .
DA Dopamine USA 50 uM récepteurs H.0 20°C
dopaminergiques
.. .. Sigma, St. Louis, Antagoniste des , .
Sulpiride Sulpiride USA 2 uM récepteurs D, éthanol 20°C
. L Sigma, St. Louis, Agoniste des N
Quinpirole Quinpirole USA 1uM récepteurs D, H.0 20°C
Sigma, St. Louis, Antagoniste des .
SCH 23390 SCh 23390 & 1uM a8 H.0 -20°C
USA récepteurs D1
Sigma, St. Louis, Agoniste des .
SKF 38393 SKF 38393 & let 10 uM g H.0 -20°C

USA

récepteurs D1




Configuration « cellule entiére »

Cette configuration nécessite la rupture du fragment de membrane isolé sous la
pointe de la pipette une fois que le gigaseal est établi. Pour cela, une aspiration légere et
soutenue est appliquée a l'intérieur de la pipette. Lorsque le fragment de membrane se
rompt, des grands courants capacitifs apparaissent sous forme de deux pics transitoires au
début et a la fin de 'application du saut de potentiel de 5 mV. IIs sont dus a la capacité
électrique de la membrane cellulaire et sont compensés par un dispositif interne a

I'amplificateur. Les enregistrements peuvent alors débuter.

Substances pharmacologiques

Les différentes substances utilisées sont appliquées par perfusion générale dans le
bain ou se trouve la tranche aigué de moelle épiniere. Le débit est de 3 mL/min pour un
volume total de la chambre de perfusion de 1,5 mL. Des stocks des substances
pharmacologiques utilisées sont préparés a l'avance a une concentration mille fois
supérieure a celle utilisée pour les applications. Les substances ont été préparées a leur
concentration finale d’utilisation dans le milieu extracellulaire juste avant les expériences
électrophysiologiques. Les différentes substances et leurs conditions de préparation et

d’utilisation sont résumées dans le tableau 1.

Acquisition des données

Les enregistrements sont effectués avec un amplificateur Axopatch 200A (Axon
Intruments) en condition de potentiel-imposé. La trace du courant est filtrée a 5 kHz, puis
digitalisée par une interface analogique/digitale (National Instruments, BNC-2110) a une
fréquence d’échantillonnage de 20 kHz et stockée sous forme numérique sur le disque dur
d'un ordinateur. Les signaux sont par ailleurs visualisés grace au logiciel WinEDR
(Strathclyde Electrophysiology Software, John Dempster, University of Strathclyde,

Glasgow, UK) et un oscilloscope.

Analyse des données
La détection des événements synaptiques est réalisée par une méthode de seuillage
avec le logiciel WinEDR. Pour I'analyse de CPSEs et des CPSEm tous les événements d’'une

amplitude = a 2 pA et d’'une durée = a 1,25 ms sont détectés. Pour I'analyse des CPSIs et des
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CPSIm les seuils de 3 pA et de 1,75 ms sont utilisés. Suite a I'étape de détection par le
logiciel, une inspection visuelle de chaque événement détecté est réalisée afin de vérifier
qu’il s’agit bien de courants synaptiques. En effet, seuls les événements avec un temps de
montée rapide (de 'ordre de la milliseconde) et présentant une décroissance exponentielle

sont retenus pour la suite de I'analyse.

Pour chaque neurone analysé, le nombre cumulé N des événements synaptiques est
exprimé en fonction du temps. Cette distribution est ajustée par deux droites selon les
équations suivantes :

N=foXt+a pourt < tc et

N=fcXt+(fo—fc)Xtc+a pourt >t

ou la pente fy représente la fréquence dans les conditions contréle et f. de la fréquence
moyenne suite a 'application de la substance. tc est la valeur de temps correspondant au
point d’intersection des deux droites et indique la valeur de temps a laquelle se produit le
changement de fréquence. “a” est une constante. Une illustration de ce type d’ajustement
est représentée dans la figure 1 de l'article de la partie résultat. Nous considérons que les
substances appliquées ont un effet quand tc se situe pendant la période d’application de la
substance et que le changement de fréquence observé est supérieur a 20 % de la fréquence
contréle du neurone enregistré. Le pourcentage d’augmentation de la fréquence des
courants postsynaptiques est calculé de la maniere suivante :

Changement de fréquence (%) = [(f: - fo)/fo] x 100

Les 5 minutes d’enregistrement qui précédent 'application d’'une substance sont
définies comme la période témoin. Pour mettre en évidence un éventuel changement de
la fréquence des courants synaptiques, nous avons comparé les distributions cumulées des
intervalles entre les événements synaptiques avant et apres I'application de la substance.
Chaque distribution représente la somme de tous les événements en fonction du temps.
La pente de cette relation représente la fréquence moyenne des événements synaptiques
et un changement de pente correspond a un changement de la fréquence des événements

synaptiques (augmentation ou baisse de pente/fréquence).

Les caractéristiques cinétiques des événements ont été analysées avec le logiciel

WinWCP (Strathclyde Electrophysiology Software, John Dempster) en utilisant la fonction
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biocytine

'
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Lamina Il
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Figure 13. Exemples de localisations de neurones enregistrés dans les laminae ll, llI-IV et V

A Image en fond clair d’une tranche épaisse (600 um) de moelle épiniére fixée au paraformaldéhyde
apres une expérience de patch-clamp. Limage est centrée sur la corne dorsale. B Révélation
immunohistochimique de la biocytine (injectée dans le neurone lors de I'enregistrement) grace a de
I’extravidine couplée a la FITC (vert). C Marquage de la PKCy révélée avec un anticorps secondaire couplé
au CY3 (rouge). Le profil de marquage de la PKCy permet de visualiser les limites entre la couche Il
interne et la couche lll externe. Les photos A,B et C proviennent de la méme tranche. D Superposition
des images B et C. E et F Visualisation a plus forts grossissements du neurone contenant de la biocytine.
G et H Image en fond clair et en fluorescence d’'un neurone enregistré dans les couches IlI-IV. | et J
Images en fond clair et en fluorescence d’un neurone enregistré dans la couche V.



« endplate current » qui permet, entre autre, de déterminer 'amplitude maximale (A) et la

constante de déactivation (tp) de chaque courant synaptique.

d) Révélation immunohistochimique des neurones enregistrés
Ala fin de I'enregistrement, la tranche est transférée dans du paraformaldéhyde 4 % dilué
dans du tampon phosphate (0,1 M) pour fixer le tissu avant les marquages
immunohistochimiques. Ces marquages ont été dirigés contre la biocytine et
éventuellement contre la protéine kinase C de type y (PKCy) afin de vérifier la position

laminaire du neurone enregistré (Figure 13).

Aprés 3 lavages de 10 minutes au tampon phosphate saccharose (PBS) les sites
aspécifiques sont saturés avec du sérum d’ane a 10 % (Dutscher SAS, Brumath, France)
dans du PBS complété avec du triton a 0,5 % durant 1 h. Ensuite, la tranche est incubée
pendant une nuit en chambre froide, sous agitation permanente, avec 'anticorps primaire
anti PKCy produit chez le lapin (1/5000, Santa Cruz) et de la FITC couplée a de
I'extravidine (1/400, Sigma, St. Louis, USA). Le lendemain, 3 rincages de 10 minutes avec
du PBS sont réalisés, puis la tranche est incubée pendant 1 h avec anticorps secondaire
d’ane anti-lapin couplé au CY3 (1/400, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Suffolk,
UK). Pour finir, 3 ringages de 10 minutes avec du PBS sont réalisés et la tranche est montée
entre lame et lamelle avec du milieu de montage Dako (Dako France, Trappes, France).

L’observation se fait ensuite au microscope a fluorescence (DMR, Leica, Nanterre France).
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4.Tests comportementaux

Test nociceptifs

Le seuil mécanique de retrait de pattes postérieures a été évalué avec des filaments
de von Frey (Bioseb, Chaville, France). Les rats étaient placés dans des boites de plexiglass
transparentes (17 x 17 x 35 cm) sur une grille surélevée 15 minutes avant le test pour leur
permettre de s’habituer. Les filaments étaient appliqués sur la surface plantaire de chaque
patte postérieure selon une série croissante de forces (4 a 180 grammes). Chaque filament
est testé cing fois par patte en étant appliqué jusqu’a qu'il se courbe et le seuil de réponse est
défini pour la valeur de filament la plus faible qui déclenche trois retraits ou plus sur les cinq
essais. La sensibilité nociceptive thermique au chaud a été estimée avec la méthode de la
plaque chaude. Les rats étaient placés sur la plaque chaude ajustée a une température de 50°
+ 0.1°C. La latence du premier léchage ou retrait d'une patte postérieure est compté comme
indice du seuil nociceptif, suite a cette observation I'animal est immédiatement retiré de
la plaque chaude. Chaque animal a été testé avant et apres les injections : 45 min apres

l'injection intrathécale du FC et 15 min aprés injection intraplantaire de capsaicine.

Injections intrathécales
Des injections intrathécales (i.t.) d’'un volume de 10 pL étaient réalisées sous
anesthésie gazeuse (isoflurane 3 %). Une aiguille de 27-gauge connectée a une seringue
Hamilton de 50 pL était insérée entre les vertébres L5 et L6 dans l'espace sous-
arachnoidien. Le placement de laiguille était vérifié par le déclenchement d'un
mouvement réflexe de la queue du rat. Les tests nociceptifs ont été réalisés 45 min apres

I'injection intrathécale de fluorocitrate.

Injections intraplantaires
Sous anesthésie gazeuse (isoflurane 3 %), 10 pL de capsaicine (1 mM, solubilisée
dans 20 % d’éthanol avec 0,9 % de NaCl) ou de solution saline ont été injectés dans la
volte plantaire des deux pattes postérieures des rats avec une aiguille de 27-gauge
connectée a une seringue Hamilton de 50 pL. Les tests nociceptifs ont été réalisés 15 min

apres ces injections.
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5. Statistiques

Pour comparer les distributions des parameétres analysés et les proportions de
réponse des neurones dans différentes conditions, nous avons utilisé les tests statistiques
suivants : test de Kolmogorov-Smirnov, test exact de Fisher et test de Student pour
données appariées. Les fréquences moyennes des différentes conditions ont été comparées
avec le test de Wilcoxon-Mann-Whitney. Pour comparer les seuils et les latences de
réponses comportementales nous avons utilisé les tests de Wilcoxon-Mann-Whitney et de

Kruskal-Wallis.

Les données sont exprimées en tant que moyenne + s.e.m. Les tests statistiques ont
été réalisés avec le logiciel Kyplot (KyPlot 2.15, KyensLab, Tokyo, Japan) et les proportions

des tableaux de contingence ont été comparées avec le test exact de Fisher

(http://quantpsy.org/fisher/fisher.htm). Les seuils de significativité (p) sont fixés a 0,05

sauf pour le test de Kolmogorov-Smirnov ot il est fixé a 0,01.

Les symboles utilisés dans les figures pour indiquer les p-valeurs sont les suivants :

*** < 0,001 < ** < 0,01 < * < 0,05 < n.s. (non significatif).
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RESULTATS

Les résultats présentés dans cette thése concernent essentiellement la
caractérisation des effets de la NA sur la transmission synaptique dans les
couches profondes de la CDME. Ils ont donné lieu a un manuscrit
actuellement soumis pour publication. Celui-ci s’intitule « Glia to neuron
communication underlies Noradrenaline-induced facilitation of inhibitory synaptic
transmission in the dorsal horn of the spinal cord ». Les résultats de cet article sont
complétés par des données supplémentaires concernant les effets de la NA dans la lamina
II de la CDME (non inclus dans larticle). Ces données sont présentées sous forme

d’annexe qui suit directement l'article.

Par ailleurs, nous présentons des données préliminaires de travaux en cours. Celles-

ci concernent deux thémes :

1) I'interaction entre la dopamine (DA) et la NA dans les couches profondes de la CDME

En effet, au cours des travaux visant a caractériser 'impact de la NA et des
agonistes des adrénocepteurs sur les transmissions synaptiques des laminae III-IV nous
nous sommes rendu compte que la DA, une autre catécholamine impliquée dans les
controles descendants analgésiques, avait des effets similaires aux effets de la NA sur la
transmission synaptique inhibitrice. Nous avons alors entrepris la caractérisation de ces
effets de la DA et nous sommes apercu qu’ils pourraient impliquer l'activation des

récepteurs de la NA par la DA dans les laminae III-IV de la CDME.
2) le réle des cellules gliales dans I'intégration des messages nociceptifs dans la CDME

Les données concernant I'effet de la NA sur la transmission synaptique inhibitrice
(c.farticle) montrent 'importance des cellules gliales de la CDME dans le fonctionnement
du systéme noradrénergique spinal. Nous avons voulu voir si la glie spinale était également
impliquée d’'une maniére plus générale dans le traitement des informations nociceptives.
Pour cela nous avons travaillé sur le réseau spinal recruté par la stimulation des fibres

afférentes nociceptives exprimant TRPVI qui a été bien caractérisé au cours des travaux
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récents de notre laboratoire (Petitjean et al., 2012). Nous avons étudié les caractéristiques
fonctionnelles de ce réseau lorsque les cellules gliales sont inhibées par le FC et avons
évalué I'impact de cette inhibition gliale sur la sensibilité nociceptive en utilisant des tests

comportements nociceptifs mécaniques et thermiques au chaud.
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Abstract

In the dorsal horn (DH) of the spinal cord, Noradrenaline (NA) is released by axons
originating from the Locus Coeruleus and induces spinal analgesia, the mechanisms of
which are poorly understood. Here we investigated the types of adrenoceptors (ARs)
involved in the actions of NA in the DH and checked for a possible contribution of glial
cells to these effects. We show that exogenously applied as well as endogenously released
NA facilitated inhibitory (GABAergic and glycinergic) synaptic transmission in laminae III-
IV of the DH by activating ol-, a2- and B-ARs. In contrast, NA was without effect on
excitatory (glutamatergic) synaptic transmission. Short term pretreatment of the spinal
cord slices with fluorcitrate (FC, 100 pM for 1h), that is known to inhibit glial cell
metabolism, in particular the glial glutamate/glutamine cycle and the production of
adenosine triphosphate (ATP), blocked or strongly reduced the modulatory effects of NA
and AR agonists on inhibitory synaptic transmission without impairing synaptic release of
GABA or glycine from neurons. Pharmacological blockade of ionotropic glutamate and
ATP receptors had quantitatively the same effect as pretreatment of the spinal cord slices
with FC. Moreover, physical interruption of communications between deep and more
superficial laminae also mimicked the effect of FC. Taken together, our results indicate
that the facilitation of inhibitory synaptic transmission in the DH by NA requires an
obligatory step involving glia to neuron communication. These glial networks and/or glia

to neuron interactions might represent interesting targets for analgesic strategies.
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Introduction

Noradrenaline (NA) plays an important role in the modulation of a variety of functions of
the central nervous system (CNS) via long distance and widespread projections from
brainstem nuclei to numerous brain and spinal cord regions (O'Donnell et al., 2012;
Szabadi 2013). NA is released at local junctions with neurons and glial cells that do not
necessary have the classical structures of synapses (Ridet et al., 1993) and may act through
both volume transmission and classical wired transmission (Bekar et al., 2008; Hirase et
al., 2014; O'Donnell et al. 2012; Satoh et al., 1982). NA also controls energy metabolism and
the release of gliotransmitters such as glutamate or adenosine-5'-triphosphate (ATP) from
astrocytes (Gordon et al., 2005; Hertz et al., 2015; Salm and McCarthy 1992).

The actions of NA in the CNS are mediated by several types of G-protein coupled receptors
(adrenoceptors, AR): o-ARs that stimulate the phosphatidyl inositol
metabolism/intracellular calcium pathway via Gq, and oz-ARs and B-ARs that are
negatively and positively coupled to the synthesis of cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) through Gi/, and Gs proteins, respectively (Bylund et al., 1994; O'Donnell et al.
2012). In the CNS, oy- and B-ARs have facilitatory actions whereas c>-ARs mediate the
inhibitory effects of NA (Szabadi 2013). Interestingly, all three receptor types are expressed
by neurons as well as by glial cells (Hertz et al. 2015; Hosli et al., 1982; Salm and McCarthy
1992).

The dorsal horn (DH) of the spinal cord is a major structure for the integration and the
modulation of nociceptive somatosensory information (Millan 1999) and is innervated by
noradrenergic neurons having their cell bodies in the Locus coeruleus (LC) (Bruinstroop

etal., 2012; Lyons et al., 1989). Activation of this coeruleo-spinal descending noradrenergic
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projections inhibits nociception (Budai et al., 1998; Headley et al., 1978; Pertovaara 2006)
and intrathecal (i.th.) injections of AR agonists induce analgesia (Jones 1992; Reddy et al.,
1980). Although both oy and o2-ARs appear to mediate the effects of exogenously
administered AR agonists (Pertovaara 2006; Reddy et al. 1980), endogenously released NA
seems to target mainly oo-ARs (Budai et al. 1998; Yaksh 1985). So far, the cellular
mechanisms of action of NA in the modulation of nociception have been studied mainly
in lamina II of the DH where most C-type and some AJ-type nociceptive primary afferents
terminate (Braz and Basbaum 2009; Brown 1982; Millan 1999) and the involvement of glial
cells in the observed effects has not been addressed. NA hyperpolarizes a large fraction of
DH neurons by activating co-ARs whereas a smaller fraction of inhibitory interneurons are
depolarized by NA via the activation of cu-ARs (Gassner et al., 2009; North and Yoshimura
1984). NA also inhibits the release of glutamate from the central terminals of A§
nociceptive primary afferents by a oz-AR-mediated effect (Kawasaki et al., 2003).
Interestingly, stimulation of A3-type nociceptive primary afferents or induction of a
peripheral inflammation trigger a rapid release of NA in the DH via the excitation of the
LC (Hitoto et al., 1998; Men et al., 1996). Moreover, i.th. administration of a2-AR agonists
efficiently reduce mechanical allodynia (Yaksh et al., 1995), a situation in which a normally
innocuous mechanical stimulus becomes painful, that is characteristic of inflammatory
and neuropathic pain (Sandkuhler 2009). This potent analgesic effect of ao-AR agonists is
also observed in humans and currently used in anesthetic procedures (Paris and Tonner
2005). It is also efficient in chronic pain patients but is only rarely used because it requires
i.th. administration of the oz-AR agonists, their systemic administration inducing

unwanted adverse effects such as sedation or hypotension (Smith et al., 2008).
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Here, we show that NA or AR agonists did not affect excitatory transmission but increased
inhibitory GABAergic and glycinergic transmission in laminae III-V of the DH via the
activation of oy-, oz-, and B-ARs. Moreover, our results indicate that glial cells play a
fundamental role in this effect of NA and suggest that this glia to neuron communication

might be of importance in the analgesic effects of NA.

Materials and Methods

Animal procedures.

All experiments were performed on transverse lumbar spinal cord slices obtained from 18-
24 days old rats born in the animal house of the laboratory. All procedures were conducted
in conformity with the rules of the European Communities Council Directive of November
24,1986 (86/ 609 /EEC) and had the approval of the French Department of Agriculture

(license no. 67-107 to R.S.).

Preparation of slices.

Rats were anesthetized with a ketamine/xylazine solution (75mg/kg, i.p.) and decapitated.
The spinal cord was removed by hydraulic extrusion and immediately immersed in ice cold
(0-4°C) sucrose-based artificial cerebrospinal fluid (sACSF) containing (in mM): 248
sucrose, 11 glucose, 26 NaHCO;3, 2 KCl, 1.25 KH2POy, 2 CaClz and 1.3 MgSOy4; oxygenated
with 95% O3 and 5% CO.. The lumbar segment was isolated and embedded in a 5% agarose
block. Transverse 600 pum thick slices were cut with a vibratome (VTI200S, Leica,
Nussloch, Germany). Slices were stored at room temperature in a chamber filled with

artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM): 126 NaCl, 26 NaHCOs3, 2.5 KCl,
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1.25 NaH>POy4, 2 CaCly, 2 MgCl> and 10 glucose; oxygenated with 95% O and 5% CO> (pH

7.3; 310 mOsm).

Electrophysiological recordings.

Slices were transferred to a recording chamber and continuously superfused with
oxygenated ACSF. In some experiments, a mechanical transection was performed between
laminae IV and V in order to interrupt cellular communications between deep and more
superficial laminae (Petitjean et al., 2012). This procedure was achieved under visual
control (stereomicroscope) directly in the recording chamber using a razor blade mounted
on a micromanipultator. Neurons from laminae III-IV and V were recorded in the whole-
cell configuration using the blind-patch technique. Patch pipettes were pulled from
borosilicate glass capillaries (1.2mm o.d, 0.69mm i.d, Harvard Apparatus, Edenbridge, UK)
using a P-2000 or a P-1000 puller (Sutter Instruments, Novato, CA, USA). Pipettes were
filled with a solution containing (in mM): 80 Cs2SO4, 10 HEPES and 2 MgCL (pH 7.3,
adjusted with CsOH; osmolarity 310 mOsm adjusted with sucrose) and had final tip
resistances between 3.5 and 4.5 MQ. In our experimental conditions, the theoretical
equilibrium potential for Cl" ions was -90 mV. Voltage-clamp recordings were performed
with an Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices, Union City, CA, USA) at a holding
potential fixed at -60 mV for excitatory postsynaptic currents (EPSC) or at 0 mV for
inhibitory postsynaptic currents (IPSC). Recordings were low-pass filtered (5 kHz) and
acquired with WinEDR (Strathclyde Electrophysiology software, John Dempster,

University of Strathclyde, Glasgow, UK). Current traces were digitized (20 kHz) and stored
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on the hard drive of a personal computer. All experiments were performed at room

temperature (22-24 °C).

Pharmacological substances.

In our experiments, following drugs were used: DL-noradrenaline hydrochloride (NA),
phenylephrine hydrochloride (Phe), isoproterenol hydrochloride (Iso), 1(S),9(R)-(-)-
Bicuculline methiodide, phenylbenzene w-phosphono-a-amino acid (PMBA),
phentolamine hydrochloride, propranolol hydrochloride, DL-fluorocitric acid barium salt
(FC), brilliant blue G (BBG) (all from Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Clonidine
hydrochloride, 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX), Pyridoxalphosphate-6-
azophenyl-2',4'-disulfonic acid (PPADS) tetrasodium salt (from Tocris, Bristol, UK),
Tetrodotoxin (from Latoxan, Valence, France) and D-2-amino-5-phosphonovalerate (APV)
(from Abcam, Cambridge, UK).

Drugs were prepared as 1000 times concentrated stock solutions in dimethylsulfoxide
(CNQX) or water (all others). The stocks were stored at -20°C. All substances were diluted
to their final concentration in ACSF at the beginning of each experiment and applied by
general perfusion. FC was prepared as described by Paulsen et al. (1987) in order to remove

the barium ions.

Data analysis.
Synaptic events were analyzed offline using WinEDR and WinWCP (Strathclyde
Electrophysiology Software, John Dempster, University of Strathclyde, Glasgow, UK).

Events were detected using an amplitude threshold detection algorithm and visually

54



inspected for validity. For each accepted event, the peak amplitude, rise time and decay
time were determined by fitting the trace with the product of an error function and an
exponential decay (EPC endplate current-fitting function of WinWCP). For each neuron
analyzed, the cumulative number, N, of synaptic events was plotted as a function of time.
A two-linear-segment curve was fitted by non-linear regression (KyPlot 2.15, KyensLab,
Tokyo, Japan) using the following equation:

N=foXt+a fort < t; and

N=fcxXt+(fo—fc)Xtc+a fort=>t,

where the slope fo provides another estimation of the average frequency under control
conditions and f. of the mean frequency following the application of the drug. tc is the time
at which the change in frequency occurs, and “a” the zero intercept (usually 0). For an
illustration of this analysis procedure, see Fig. 2A. Drugs were considered to have an effect
when tc occurred during the application period of the substance and when the observed
change in frequency exceeded 20% of the recorded basal frequency of spontaneously
occurring excitatory postsynaptic currents (SEPSCs) or inhibitory postsynaptic currents
(sIPSCs). The percentage of increase in frequency was calculated as follows:

Change in frequency (%) = [(f: - fo)/fo] x 100

The distributions of inter-event intervals or amplitudes of sEPSCs or sIPSCs before and

after application of a substance were compared using a Kolmogorov-Smirnov test with a

confidence interval set at p=0.001 (Petitjean et al., 2014; Petitjean et al. 2012).
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FIGURE 1: NA did not affect sEPSCs in laminae IlI-IV of the DH. (A) NA (20 uM) applied for 3 min
via bath perfusion (black bar and gray area) had no effect on the frequency of sEPSCs recorded at a
holding potential of -60mV in a laminae llI-IV neuron. The upper panel shows the raw current trace
and the lower panel represents the cumulative frequency histogram of sEPSCs. The gray shaded
area represents the duration of NA application. Inset illustrates examples of sEPSCs displayed at
higher time resolution. (B, C) Cumulative probability distribution of inter-event interval duration (B)
and amplitudes (C) of sEPSCs before and after NA application in the same neuron. NA had no effect

on these parameters (Kolmogorov-Smirnov (K-S) test, p>0.01).



Statistics.

Data are expressed as the mean value + s.e.m. Statistical analyses were performed with
KyPlot 2.15 (KyensLab, Tokyo, Japan). Proportions in contingency tables were compared
with Fisher's exact test (http://quantpsy.org). Comparison of mean values of basal
frequencies of sIPSCs recorded under different conditions (e.g. under control conditions
and in the steady state presence of various glutamate or ATP (P2X) receptors antagonists)
were compared using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. The significance level for statistical
tests was set at p=0.05 (except for for the Kolmogorov-Smirnov test where it was set at
p=0.01 (see above)). Symbols used in figures to indicate p values are as follows: *** < 0.001

<** < 0.0l < *<0.05 < n.s. (not significant).

Results

Effect of NA on excitatory synaptic transmission in laminae III-1V

When NA (20 pM) was bath applied for 3 minutes, no change in the frequency of SEPSCs
was detected (0/12) during or following the application (Fig. 1) (control: 5.3 + 2.1 Hz; NA:
5.0 + 2.2 Hz, n=12). NA did not modify the amplitude distribution of sEPSCs in the cells
examined (n=9). The mean amplitudes of SEPSCs were of -17.1 £ 10.1 pA (n=9) under control

conditions and of -13.0 + 9.0 pA (n=9) in the presence of NA.

Effect of NA on inhibitory transmission in laminae III-1V
Presynaptic effect of NA. NA (20 pM) reversibly increased the frequency of sIPSCs in the

vast majority (93%; 25/27) of laminae III-IV neurons (Fig. 2A). The main characteristics of
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FIGURE 2: NA reversibly increased the frequency of GABAergic and glycinergic sIPSCs in laminae
I-IV of the DH. (A) NA (20 uM) applied for 3 min via bath perfusion (black bar and gray area)
increased the frequency of sIPSCs (mixture of GABAergic and glycinergic sIPSCs) recorded at a
holding potential of OmV in a laminae IlI-IV neuron. The two white lines are the two linear
segments fitted to the cumulative sIPSC distribution, and allow determining the mean values of the
sIPSC frequencies before and during the application of NA. These values are indicated on the graph
close to the cumulative probability distribution curve. The time elapsed between the beginning of
drug application (beginning of the gray shaded area) and the intersection point between the two
fitted line segments is taken as an index of the delay for the onset of the effect of the substance
applied (here NA). In this neuron, NA increased the sIPSC frequency from 0.74 Hz to 6.47 Hz. Inset :
NA significantly shifted the cumulative probability distribution of the inter-event intervals to the
left indicating an increase in the frequency of sIPSCs (K-S test, p = 1.8 10%4). (B, C) NA (20 uM) also
increased the frequency of pharmacologically isolated GABAergic sIPSCs (recorded in the presence
of 10 uM PMBA) (B) and of pharmacologically isolated glycinergic sIPSCs (recorded in the presence
of 10 uM bicuculline) (C). Insets show representative traces of individual GABAergic and glycinergic
sIPSCs displayed on a faster time scale.



these responses are summarized in Table 1. Decreases in sIPSC frequency were never
observed. Since sIPSCs are composed of a mixed population of GlyR- and GABAaR-
mediated synaptic events(Inquimbert et al., 2007; Petitjean et al. 2012), we next isolated
these two types of synaptic currents pharmacologically. GABAAR-mediated sIPSCs were
recorded in the presence of PMBA (10 uM), a selective GlyR antagonist (Saitoh et al., 1994).
NA (20 pM) increased the frequency of GABAaR-mediated sIPSCs in 43% (3/7) of the
neurons (Fig. 2B). The mean basal frequency of these sIPSCs was of 1.1 + 0.6 Hz (n=7) and
NA increased this frequency by 265 + 251% (n=3). GlyR-mediated sIPSCs were isolated in
the presence of the GABAAR antagonist bicuculline (10 uM). The basal frequency of GlyR-
mediated sIPSCs was of 1.1 + 0.2 Hz (n=7) and NA (20 pM) increased this frequency by 255
+ 51% (n=6) in 86% (6/7) of the neurons (Fig. 2C). There was no statistically significant
difference in the proportions of neurons in which NA increased the frequency of GABAAR
sIPSCs (Fisher’s exact test, p=0.26) or GlyR sIPSCs (Fisher’s exact test, p=0.51)

In the presence of TTX (0.5 pM) to block action potential generation and propagation, NA
(20 uM) never increased the frequency of sIPSCs (0/12), indicating that the site of action
of NA was not close to the synaptic terminals of inhibitory neurons. The control frequency

of mIPSCs was of 1.0 + 1.3 Hz (n=12) and of 1.1 + 1.6 Hz (n=12) in the presence of NA.

Postsynaptic effect of NA. In the presence of TTX (0.5 uM), NA (20 uM) had no significant
effect on the amplitude of GABAAR-mediated mIPSCs (0/5) (control: 21.6 + 3.7 pA (n=5);
NA:22.7 £33 pA (n=5)). However, NA (20 uM) increased the amplitude of GlyR-mediated

mIPSCs in 33% (3/9) of the neurons (mean increase in amplitude: 34.2 + 7.0 %; n=3).
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FIGURE 3: Effect of selective adrenoceptor agonists on inhibitory synaptic transmission in
laminae IlI-IV of the DH in intact slices and in slices in which a mechanical section was
performed between laminae IV and V. (A) Effects of selective AR agonists on the cumulative
distributions of sIPSCs in laminae IlI-IV. Phenylephrine (Phe, al-AR agonist, 20 uM, A1), clonidine
(Clo, a2-AR agonist, 10 uM, A2) and isoproterenol (Iso, B-AR agonist, 20 uM, A3) were bath applied
for 3 minutes and increased the frequencies of sIPSCs in a reversible manner in the neurons
illustrated. (B) Histogram showing the proportions of neurons recorded in laminae llI-IV displaying
an increase in sIPSC frequency following the application of Phe, Clo and Iso in intact slices (black
bars) or in slices carrying a mechanical section between laminae IV and V (mechanical transection,
white bars). In this and following figures, the numbers in the bars indicate the number of neurons
tested. (Fisher’s exact test, ** p<0.01, * p<0.05, n.s. not significant)



Adrenoceptor subtypes involved in the presynaptic modulation of inhibitory
synaptic transmission in laminae I1I-1V

Application of Phenylephrine (Phe, 20 uM), a selective agonist of NA at ay-ARs, reversibly
increased the frequency of sIPSCs in all neurons tested (100%; 8/8) (Fig. 3Al, Table 1).
Surprisingly, Clonidine (Clo, 10 pM), an agonist at o2-ARs, which is classically reported to
inhibit excitatory synaptic transmission (Szabadi 2013), also increased the frequency of
sIPSCs in 36% (9/25) of the neurons (Fig. 3A2, Table 1). The effects of Phe were never
observed (0/6) in the presence of phentolamine (10 M) or prazosin (0.5 uM) that block
o1-ARs and Clo (10 pM) had no effect in the presence of the o2-AR antagonist yohimbine
(2 uM) (0%; 0/17). These results confirmed that the effects of Phe and Clo were due to the
activation of oy- and a2-AR, respectively. The B-AR agonist isoproterenol (Iso, 20 uM) also
increased the frequency of sIPSCs in 33% (3/9) of the neurons (Fig. 3A3, Table 1).

In the steady presence of the general a-AR antagonist phentolamine (10 uM), NA (20 pM)
increased the frequency of sIPSCs in 43% (3/7) of the neurons. This proportion was
significantly lower than that observed in the absence of the antagonist (Fisher’s exact test,
p=0.01). In the presence of both phentolamine (10 pM) and the general B-AR antagonist
propranolol (50 pM), NA failed to induce any change in the frequency of sIPSCs (0%, 0/9;

Fisher’s exact test, p=5.8 107).

Role of interlaminar connections in the effects of AR agonists on inhibitory
transmission in laminae I1I-1V
As illustrated in Fig. 3B, in slices carrying a mechanical section between laminae [V and V

(Petitjean et al. 2012), the proportion of neurons in laminae III-IV in which Phe (20 pM)
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FIGURE 4: Effect of NA and AR agonists on the frequency of sIPSCs recorded in lamina V neurons.
(A) Histogram of the proportion of lamina V neurons responding to NA and AR agonists with an
increase in the frequency of sIPSCs (NA, Phe, Iso, Clo MFreq) or a decrease in sIPSC frequency (Clo
JFreq). (B1) Cumulative distribution of sIPSCs in a lamina V neuron showing an increase in the
frequency of sIPSCs following the application of Clo (10 uM). (B2) Cumulative distribution of sIPSCs

in a lamina V neuron displaying a decrease in sIPSC frequency following Clo (10 uM) application.



increased the frequency of sIPSCs was significantly reduced (22%, 2/9; Fisher’s exact test,
p=0.002) and Clo (10 uM) had no effect (0%, 0/14; Fisher’s exact test, p=0.01). By contrast,
the proportion on neurons in which Iso (20 pM) facilitated inhibitory transmission was
not affected by the transection (17%, 1/6; Fisher’s exact test, p=0.6). The decrease in
proportion of neurons responding to Phe or Clo was not due to an impairment of inhibitory
transmission because in all cells tested (100%, 8/8) application of a high (50 mM) K*
solution elicited a large increase in sIPSC frequency. The basal frequency of sIPSCs in
laminae ITI-IV was not significantly affected by the transection (Control: 3.1+ 0.6 Hz, n=26;

transected: 3.3 + 0.8 Hz, n=17; Wilcoxon-Mann-Whitney test, p = 0.94).

Effects of «- and -AR agonists on synaptic transmission in lamina V of the DH

Phe (20 uM) increased the frequency of sIPSCs in only 27% (3/11) of the neurons in
lamina V (Fig. 4A). This proportion was significantly smaller that in laminae ITI-IV (Fisher’s
exact test, p=0.003). Iso (20 uM) did not induce detectable changes in sIPSC frequency
(0%, 0/7) (Fig. 4A). This proportion did however not significantly differ from that in
laminae III-IV (Fisher’s exact test, p=0.21). Interestingly, Clo (10 uM) triggered two types
of effects (Fig. 4). In 33% of the neurons (4/12) Clo increased the frequency sIPSCs (Fig.
4A, Bl). This proportion was not different from that in laminae III-IV (Fisher’s exact test,
p=1). In another 33% (4/12) of the neurons tested, Clo decreased the frequency of sIPSCs
(Fig. 4A, B2). This was in marked contrast with the situation in laminae III-IV where such

a decrease was never observed (0%, 0/25; Fisher’s exact test, p=0.007).
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Implication of glia to neuron communication in the effect of NA on inhibitory
synaptic transmission

To address this issue, we incubated the spinal cord slices for 1h with fluorocitrate (FC, 100
puM), a substance that is preferentially taken up by glial cells and inhibits glial cell
metabolism (Hassel et al., 1992; Hertz et al. 2015). Under these conditions, it was shown
that FC has no major effect on neuronal excitability and synaptic transmission in
hippocampal slices while effectively inhibiting glial cell function (Martin et al., 2007;
Nakanishi et al., 1996; Schurr et al., 1997).

The basal frequency of sIPSCs in laminae I1I-IV was not significantly affected by incubation
with FC (Control: 3.1 + 0.6 Hz, n=26; FC: 2.7 + 0.8 Hz, n=23; Wilcoxon-Mann-Whitney
test, p=0.18). However, in the presence of FC (100 pM, Fig. 5), the proportion of neurons
in which Phe (20 pM) or Clo (10 uM) increased the frequency of sIPSCs were significantly
reduced (Phe: 32%, 8/25; Fisher’s exact test, p=0.001; Clo: 0%, 0/22; Fisher’s exact test,
p=0.002). In contrast, the proportion of neurons responding to Iso was similar to that in
control conditions (10%, 2/20; Fisher’s exact test, p=0.287). The reduction in the
proportion of cells responding to Phe and Clo was not due to a decrease in the capacity of
transmitter release from inhibitory neurons because in all cases in which it was tested
(100%, 13/13), application of a high K* solution induced a robust increase in sIPSC

frequency in the recorded neurons.
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Implication of the gliotransmitters glutamate and ATP in the effects of NA

Effects of AMPA/KA and NMDA receptor antagonists.

In the first part of the results section we have shown that NA did not affect excitatory
glutamatergic transmission in our preparation. However, glutamate might be released
from glial cells (Volterra and Meldolesi 2005) and glial cells are known to express ARs
(Hertz et al. 2015; Hosli et al. 1982; Salm and McCarthy 1992). We therefore tested the
impact of blocking ionotropic glutamate receptors on the effects of AR agonists. In the
presence of CNQX (10 uM) which blocks ionotropic AMPA and Kainate (KA) glutamate
receptors, we observed a significant reduction in the proportion of neurons in which Phe
(20 uM) increased the frequency of sIPSCs (40%, 2/5; Fisher’s exact test, p=0.004). CNQX
did not affect the proportion of neurons displaying a response to Clo (10 pM) (20%, 1/5;
Fisher’s exact test, p=0.64), to Iso (20 uM) (40%, 2/5; Fisher’s exact test, p=1) or to NA (20
uM) (75%, 3/4; Fisher’s exact test, p=0.34) (Fig. 6A).

Interestingly, in the presence of both CNQX (10 pM) and APV (50 pM), an antagonist of
N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors, we still observed the aforementioned reduction
in the proportion of responses to Phe (20 uM) (40%, 4/10; Fisher’s exact test, p=0.012) but
responses to Clo (10 uM) were no longer detected (0%; 0/10; Fisher’s exact test, p=0.03).
In contrast, there was no significant effect on the proportion of responses to Iso (20 uM)
(17%, 1/6; Fisher’s exact test, p=0.6) or to NA (20 uM) (100%, 6/6; Fisher’s exact test, p=1)

(Fig. 6A).
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Effects of P2X receptor antagonists.

In the presence of PPADS (10 uM), an antagonist of most P2X receptors occurring in the
CNS (North and Surprenant 2000), and of BBG (1 pM) an antagonist of P2X7 receptors
(Jiang et al., 2000; North and Surprenant 2000), there was no significant change in the
proportion of neurons responding to Phe (20 pM) (75%, 6/8; Fisher’s exact test, p=0.47)
or to Iso (20 pM) (13%, 1/8; Fisher’s exact test, p=0.57) (Fig. 6B). However, there was a
significant decrease in the proportion of neurons responding to Clo (10 uM) (0%, 0/10;
Fisher’s exact test, p=0.036) or to NA (20 uM) (57%, 4/7; Fisher’s exact test, p=0.047) (Fig.

6B).

Consequences of blocking both ionotropic glutamate and ATP receptors

We next tested the effect of AR agonists during combined blockade of ionotropic
glutamate and ATP receptors using a cocktail of the antagonists mentioned above, i.e.
CNQX (10 uM), APV (50 uM), PPADS (10 uM) and BBG (1 uM) (Fig. 6C). In the steady state
presence of these antagonists, the basal frequency of sIPSCs in laminae III-IV was not
significantly affected (Control: 3.1 + 0.6 Hz, n=26; Cocktail of blockers: 5.5 + 1.6 Hz, n=12;
Wilcoxon-Mann-Whitney test, p = 0.25). However, we observed a reduction in the
proportion of neurons responding to Phe (20 pM) (36%, 4/11; Fisher’s exact test, p=0.012)
and to Clo (10 pM) (0%, 0/12; Fisher’s exact test, p=0.018). Although we failed to record a
single response to Iso in the 9 cells tested (0%, 0/9), there was no statistically significant
difference compared to control (0%, 0/9; Fisher’s exact test, p=0.205). We noticed
however a dramatic reduction in the proportion of neurons in which NA (20 uM) induced

an increase in sIPSC frequency (12.5%, 1/8; Fisher’s exact test, p=4 10”) (Fig 6¢). This
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not significant)

¥



situation was strikingly different from those in which either the glutamate antagonists or
ATP antagonists were tested separately. The decrease in proportion of neurons responding
to Phe, Clo or NA was not due, to an impairment of inhibitory synaptic transmission
because in all cells tested (100%, 9/9), application of a high K* solution elicited a large

increase in sIPSC frequency.

Effect of endogenously released NA

In order to address the possible effect of endogenously released NA, we applied
nortriptyline (NT, 200 nM) a blocker of the noradrenaline transporter (Giros et al., 1994)
that should allow the extracellular accumulation of spontaneously released NA.
Application of NT (200 nM) mimicked the effect of NA (Fig. 7A, B) and increased the
frequency of sIPSCs in all cells tested (100%, 11/11) (Fig 7E). In the presence of
phentolamine (10 pM) and propranolol (50 M), NT had no effect of the frequency of
sIPSCs in any of the neurons tested (0%, 0/6) (Fig. 7C, E). When the slices were
preincubated with FC (100 pM, 1h), the fraction of neurons displaying an increase in sIPSC
frequency during application of NT (200 nM) was significantly reduced with respect to
control (FC: 29%, 2/7; Fisher’s exact test p=0.002) (Fig. 7D1, D2, E). The effect of NT
remaining in FC probably reflected the activation of ay- and/or B-ARs present on inhibitory

interneurons by endogenously released NA.
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Discussion

Our study shows that NA facilitated GABAergic and glycinergic inhibitory synaptic
transmission but not excitatory glutamatergic transmission in the DH of the spinal cord.

This effect implicated glia to neuron interactions and interlaminar communications.

NA increased the frequency of inhibitory GABAergic and glycinergic sIPSCs in virtually all
laminae III-IV neurons tested. In addition, we noticed that NA also increased the
amplitude of glycinergic mIPSCs in about 33% of the cells while having no effect on the
amplitude of GABAergic mIPSCs recorded in the presence of TTX. This postsynaptic action
of NA was not further investigated but is consistent with a reported ox-AR-mediated
potentiation of glycine-induced membrane currents in DH neurons (Lang et al., 2003).

The increase in sIPSC frequency was reproduced by the aj-AR agonist Phe and, in about
one third of neurons, by the oz-AR agonist Clo or the B-AR agonist Iso and involved the
activation of adrenoceptors, because the effects were blocked by the classical a- and -AR
antagonists phentolamine and propranolol. The observed increase in sIPSC frequency
induced by NA and the AR agonists indicated an action on inhibitory neurons that were
presynaptic to (i.e. project to) the recorded neuron. However, in the presence of TTX, NA
or AR agonists never increased the frequency of mIPSCs indicating that the presynaptic
ARs involved in the modulatory effect of NA were not located close to the synaptic
terminals of inhibitory interneurons. The fact that NA and Phe still increased the frequency
of sIPSCs in the absence of TTX but in the presence of CNQX and APV, a situation that
allows the generation of action potentials but blocks polysynaptic glutamatergic

excitation, suggested that some inhibitory interneurons possess functional
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“excitatory”’/depolarizing ci-ARs on their soma and/or dendrites rather than on their
terminals. The activation of these receptors will trigger a depolarization and subsequently
the generation of action potentials that will propagate to the synaptic terminals where they
evoke the synaptic release of GABA or glycine. A depolarization of lamina II inhibitory
interneurons by a cg-AR-mediated mechanism has been documented in lamina II (Gassner
et al. 2009) but was not observed in lamina III (Gassner et al. 2009) and has not been
investigated in laminae IV or V. In fact, the large majority of lamina II neurons are
hyperpolarized by NA via the activation of cx-ARs both in vitro (Gassner et al. 2009; North
and Yoshimura 1984) and in vivo (Funai et al., 2014; Sonohata et al., 2004). This seems also
to be the case for lamina III neurons (Gassner et al. 2009). In this context, an increase in
sIPSC frequency could be due to a mechanism of disinhibition triggered by the activation
of inhibitory/hyperpolarizing oz-ARs. However, such a mechanism implies to find some
neurons in which the oo-AR agonist would induce a decrease in sIPSC frequency, a
phenomenon that could in turn disinhibit an inhibitory target neuron. A decrease in sIPSC
frequency was never observed in laminae III-IV with Clo, but was present in 33% of lamina
V neurons, whereas in another 33% of lamina V neurons Clo induced an increase in sIPSC
frequency. One could therefore speculate that at least part of the increase in sIPSC
frequency observed in laminae III-IV might be due a synaptic disinhibition mechanism
taking place in lamina V and engaging interlaminar connections between deep and more
superficial laminae of the DH (Petitjean et al. 2012). This hypothesis will however need
further work to be clarified.

The results from experiments using a physical transection between laminae IV and V

indicated that the totality of co-AR-mediated effects and a significant proportion (>70%)
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of ay-AR-mediated effects were entirely dependent on inputs from lamina V or deeper
laminae to laminae III-IV. In contrast, the effect B-AR agonist Iso was independent of deep
laminae.

Interestingly, a quantitatively similar situation was found in intact (non-transected) slices
in which glial metabolism was inhibited with FC, indicating that this interaction between
deep and superficial laminae also required an intact glial cell network. The aj-AR-mediated
effects (~20%) remaining after transection or FC treatment were most probably due to -
ARs present on laminae III-IV inhibitory interneurons. Activation of B-AR has no effect on
inhibitory synaptic transmission in lamina II (Baba et al., 2000) or in lamina V (our
results). Thus, the effects of Iso on the frequency of sIPSCs that persisted after transection
or FC treatment indicate that the B-AR involved are most likely present on III-IV neurons.
The implication of glial cells in the effects of NA or AR agonists was assessed by testing the
effects of FC. This requires that FC specifically inhibits glial cell metabolism without
affecting neuronal function. Under our experimental conditions, we used incubations of
FC at a concentration of 100 pM for 1 h. At this concentration and with this time of
incubation, it has been shown by others that FC inhibits glial metabolism without having
significant effects on neuronal excitability or synaptic transmission in brain slices (Martin
et al. 2007; Nakanishi et al. 1996; Schurr et al. 1997). Moreover, our results showing that
the basal frequencies of sIPSCs were not affected after 1h of FC incubation or that
application of a high K* solution can still induce robust and sustained increases in sIPSC
frequency are in line with the studies cited above and suggest that FC selectively affected

glial metabolism in our experimental conditions without impairing synaptic transmission.
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The results discussed in the preceding sections were obtained after exogenous application
of NA or AR agonists. It was therefore important to determine whether endogenously
synthesized and released NA would have similar effects. When nortriptyline (NT), a
relatively selective inhibitor of the neuronal NA transtporter (Giros et al. 1994; Vaishnavi
etal., 2004), was applied to the spinal cord slices, we observed an increase in the frequency
of sIPSCs in all neurons tested. This effect of NT was totally blocked by a cocktail of a-and
B-AR antagonists. These observations also suggested that a spontaneous release of NA
occurred within our spinal cord slices and that blocking uptake of NA allowed to reach
within the slice a concentration of NA that was sufficient to induce an increase inhibitory
transmission in laminae III-IV. Interestingly the proportion on neurons in which NT
increased the frequency of sIPSCs was significantly reduced when glial metabolism was
inhibited with FC. These results suggested that, similary to what we observed following
exogenous application of NA or AR agonists, endogenously released NA modulated
inhibitory transmission by a mechanism involving a glial element. This is also consistent
with morphological studies reporting numerous contacts of noradrenergic fibers with glial

cells in the DH of the spinal cord (Ridet et al. 1993).

Our study identifies a novel action of NA in deep laminae (III-V) of the DH that had not
been described previously. The involvement of glial cells in the effects of NA are of
particular interest. Astrocytes, including spinal cord astrocytes, are known to express
functional ou-, co-and B-AR (Hertz et al. 2015; Hosli et al. 1982; Salm and McCarthy 1992)
and to release various gliotransmitters such as glutamate or ATP that can act on nearby

astrocytes or neurons (Newman 2003). In the hippocampus, glial release of glutamate or
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ATP can modulate both excitatory and inhibitory synaptic transmission by acting at
presynaptic receptors (Newman 2003). NA does neither affect the frequency of sEPSC in
lamina II (Baba et al. 2000; Kawasaki et al. 2003) nor in laminae III-V (our study)
indicating that NA does not modulate neuronal release of glutamate under our
experimental conditions. However, the increase in frequency of sIPSCs induced by NA and
AR agonists were reduced in a quantitatively similar manner by FC or pharmacological
blockade of ionotropic glutamate and ATP receptors. This could indicate that the glial cells
involved in the effects of NA might release ATP and/or glutamate that in turn act to
modulate inhibitory synaptic transmission. Moreover, ci-AR-mediated effects depended
mainly on the activation of AMPA/KA receptors (blocked by CNQX), whereas those
mediated by oz-ARs involved both NMDA and P2X receptors indicating a possible
convergent action of glutamate and ATP. Indeed, the fraction of neurons in which the
natural AR ligand NA increased the frequency of sSIPSCs was not significantly affected after
selective blockade of ionotropic glutamate receptors and only slightly affected by P2X
receptors blockade. However, the combined blockade of both receptor categories led to a
dramatic reduction in the proportion of responsive neurons, thereby indicating a

synergistic action of glutamate and ATP on the control of inhibitory synaptic transmission.

In conclusion, our study provides novel insights in the mechanisms of action of NA in the
DH of the spinal cord. We show that modulation of inhibitory transmission in laminae I1I-
V of the DH involves not only o-AR as reported in lamina II, but also B-AR and, most
importantly, o2-AR that are known to be predominantly implicated in the analgesic effects

of NA and clonidine in the spinal cord (Budai et al. 1998; Fairbanks et al., 2009; Reddy et
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al. 1980). Our results clearly indicate that glial cells play a fundamental role in the effects
of exogenously-applied as well as in endogenously-released NA. This is in line with the
suggested prominent role of glial networks in the modulation and the integration of
electrical activity in neuronal networks (Bekar et al. 2008; Ding et al., 2013; Kang et al.,
1998; Paukert et al., 2014). In the DH of the spinal cord, these glial cell-mediated effects
might represent novel and promising therapeutic targets for analgesic strategies and, in a
more general context, the mechanisms described here might also operate in other regions

of the CNS in which NA has a modulatory action.
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II. Effet de la NA sur la transmission synaptique
dans la lamina Il de la CDME

En parallele avec I'étude des effets de la NA sur les laminae profondes de la CDME,

nous avons caractérisé ses effets dans la lamina II, et ceci avec un double objectif :

1) comparer les résultats obtenus dans nos conditions expérimentales avec ceux de la
littérature, puisque les effets de la NA aux niveaux cellulaires et de la transmission

synaptique ont été principalement étudiés dans la lamina II.

2) permettre une comparaison optimale entre les effets de la NA dans les couches
superficielles et profondes dans la CDME et ceci dans les mémes conditions
expérimentales afin de mieux cerner la localisation des adrénocepteurs et la facon dont ces
récepteurs modulent les réseaux de neurones et les réseaux de cellules gliales dans la

CDME.

Les enregistrements ont été effectués dans les mémes conditions que dans les
couches profondes (voir partie Matériels et Méthodes) sur des tranches de moelle épiniére

épaisses (600 pm) afin de bien préserver les réseaux neuronaux et gliaux locaux.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 14 et le tableau 2.
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Nombre cumulé d’événements (x103)

Figure 14. La NA facilite la transmission synaptique inhibitrice dans la lamina Il
A. Lapplication de NA (20 uM, 3 min) augmente la fréquence des CPSIs de maniére réversible. Le graphique
représente les événements cumulés en fonction du temps. La pente de la courbe reflete la fréquence des CPSls.
La durée d’application de la NA est représentée par la barre horizontale noire.
B. Histogramme des proportions de réponse a la NA et a ses agonistes dans les neurones enregistrés dans la

lamina Il.
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Tableau 2. Résumé des effets de la NA sur les CPSls enregistrés dans la lamina Il de la CDME
Une réponse représente une cellule qui a répondu par une augmentation de fréquence des événements

CPSls

Coo. P

synaptiques.
Substance | Proportion de| Fréquence de Délai de Changement Durée de la
Réponses base (Hz) réponse (s) de fréquence (%) réponse (s) n
Nora%rirl:j)l "¢l 10/10 0,28 0,17 6530+8,06 |1203,39+528,28 | 296,91+30,75 |5
Phe(rz"giﬁ’\;')r ne 3/4 0,75+0,57 | 102,09+19,06 | 830,48+25579 | 316,46+116,46 |4
Clonidine
0/14
(10 uM) /
Isoprotérénol 0/9
(20pM)
Noradrénaline 3/8
(20 pMm)
Noradrénaline 0/9
(20 pM)




Effets de la NA et des agonistes noradrénergiques sur la transmission
synaptique inhibitrice danslalamina II

L’application de NA par perfusion générale (20 pM, 3 min) augmente la fréquence
des CPSIs enregistrés dans la lamina II de 1203,39 + 528,28 % dans 100 % (10/10) des

neurones enregistrés (Figure 14 et tableau 2).

Effets des agonistes des adrénocepteurs

La phényléphrine (agoniste des récepteurs ou) a facilité la fréquence des CPSIs de

830,48 + 255,79 % dans 75 % (3/4) des neurones enregistrés (Figure 14.B et tableau 2)

Ni la clonidine (agoniste des récepteurs o, 10 pM, 3 min), ni l'isoprotérénol
(agoniste des récepteurs B, 20 uM, 3 min,) ont eu un effet sur la fréquence des CPSIs
enregistrés dans la lamina II. Les proportions de réponses observées étaient de 0/13 pour la

clonidine et de 0/7 pour l'isoprotérénol.
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ITII. Comparaison des effets de la dopamine et de
la noradrénaline sur la transmission

synaptique inhibitrice dans les couches III-1V
de la CDME

La dopamine (DA) controle un grand nombre de fonctions physiologiques dans le
systéme nerveux central. En effet, le systéme dopaminergique est impliqué dans la
cognition, le renforcement positif, les émotions, la prise alimentaire, I'activité locomotrice
et la modulation des informations somatosensorielles nociceptives (Missale et al., 1998).
Dans 'encéphale, la DA a fait I'objet de nombreuses études en relation avec son implication
dans les pathologies neurologiques et psychiatriques majeures. Comparativement, peu de
recherches ont été consacrées aux fonctions de la DA dans la moelle épiniere. Les effets de
la DA passent par cinq récepteurs métabotropiques subdivisés en deux groupes : les
récepteurs Dl-like (D1 et D5) et les récepteurs D2-like (D2, D3 et D4). Les récepteurs DI-
like sont couplés positivement a 'adénylate cyclase (Gas), alors que les recteurs D2-like y
sont couplés négativement (Gq) (Missale et al., 1998).

La CDME est un site important d'intégration et de modulation des informations
nociceptives. Des projections dopaminergiques de la région dorsale-postérieure de
I'hypothalamus (All) projettent principalement dans les laminae I et III-IV de la corne
dorsale et libérent de la DA dans ces régions (Mouchet et al., 1992; Ridet et al., 1992). Les
récepteurs dopaminergiques D1-like et D2-like sont exprimés dans la corne dorsale de la
moelle épiniére (Dubois et al., 1986; Yokoyama et al., 1994; van Dijken et al., 1996; Levant
et McCarson, 2001). Des études comportementales montrent que des injections
intrathécales de DA produisent des effets antinociceptifs via I'activation des récepteurs D2-
like (Jensen et Yaksh, 1984; Barasi et Duggal, 1985; Tamae et al., 2005). Dans les couches
superficielles de la corne dorsale, I'activation des récepteurs D2 inhibe (hyperpolarise) les
neurones de la lamina IT par un mécanisme dépendant des canaux du potassium (Tamae
et al., 2005). La DA inhibe également I"émission de potentiels d’action dans des neurones
de la lamina II suite a la stimulation électrique des fibres afférentes primaires (Tamae et

al., 2005; Garcia-Ramirez et al., 2014). L’activation des récepteurs D1 augmente 'amplitude
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des courants AMPA induits par application locale de glutamate dans les motoneurones de
souris (Han et Whelan, 2009) et inhibe 'amplitude du potentiel de racine ventrale chez le
rat (Kawamoto et al., 2012).

Les fibres dopaminergiques supraspinales projettent en partie dans les mémes
régions de la moelle épiniere que les fibres noradrénergiques du LC (notamment les
laminae III-1V) (Fritschy et al., 1987; Mouchet et al., 1992; Bruinstroop et al., 2012). Les
transporteurs de la dopamine ne sont apparemment pas exprimés dans la moelle épiniere
y compris sur les fibres dopaminergiques s’y projetant (Barraud et al., 2010). De plus la DA
est un précurseur de la NA (voir Figure 11) et il est donc possible que ces deux
catécholamines soient colibérées au niveau spinal.

Par conséquent, étant donné la superposition partielle des innervations
dopaminergique et noradrénergique dans la CDME et la similarité d’action de la DA et
de la NA sur les neurones de la lamina II de la moelle épiniere décrite dans la littérature,
nous avons voulu déterminer si les effets de la DA et de la NA sur la transmission
synaptique inhibitrice dans les laminae III-IV de la CDME étaient également

comparables.

78



>

N
[&)] w
1 1

N
1

-
1

I
[&)]
1

Nombre cumulé d’événements (x10°)
o (&)}
4 1

(@)

N
?

154

10+

Nombre cumulé d’événements (x10?)

DA (50 uMm)

100's

0

200

@)
>

400 600
Temps (s)

D1 D1+D2

800 1000

DA

1000

2000 3000 4000

Temps (s)

Nombre cumulé d’événements (x10%)

Nombre cumulé d'événements (x10%)

NA (20 uM)

60s

0 200 400 600 800 1000
Temps (s)

DA DA DA
[ | antago DA | |

20+

154

104

0 1000 2000 3000 4000
Temps (s)

Figure 15. Effets de la DA sur la transmission synaptique inhibitrice dans les laminae IlI-IV de la CDME

A. Exemple d’'un neurone dans les laminae llI-IV dans lequel une application de DA (50 uM, 3 min) a facilité
la transmission synaptique inhibitrice. En haut : trace de I'enregistrement électrophysiologique des CPSls.
Le graphique du bas représente les événements cumulés en fonctions du temps. La pente de la courbe
reflete la fréquence des CPSls. L'application de la DA est représentée par la barre horizontale noire. B.
[llustration de I'effet de la NA sur la transmission synaptique inhibitrice dans un neurone des laminae llI-IV.
La représentation est la méme qu’en A. C. Application de DA (50 uM, 3 min) et d’agonistes des récepteurs
D1 (SKF 38393 10 uM, 3 min) et D2 (quinpirole 1 uM, 3 min) de la DA sur un neurone des laminae llI-IV. La
DA augmente la fréquence de CPSls (augmentation de la pente de la relation) avant et apres I'application
des agonistes dopaminergiques qui n‘ont pas eu d’effet sur la fréquence des CPSls. D. La DA augmente la
fréquence des CPSls avant, apres et pendant la perfusion d’antagoniste des récepteurs de la dopamine
(SCH 23390 1 puM, sulpiride 2 uM, 15 min).
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Figure 16. Pourcentage de neurones
enregistrés dans les laminae IlI-IV présentant
une réponse a la NA ou a la DA

La réponse évaluée est une augmentation de
fréqguence des CPSls suite a I'application de la
NA (20 uM, 3 min), ou la DA (50 ou 10 pM, 3
min).



1) Effet de la dopamine sur la transmission synaptique inhibitrice

La DA (50 uM) appliquée pendant 3 min a augmenté de maniére réversible la fréquence
des CPSIs de 378,17 + 61,26 % dans 64 % (14/22) des neurones enregistrés dans les laminae
III-IV (Figures 15 et 16). A une concentration plus faible de 10 uM la DA a augmenté la
fréquence des CPSIs dans seulement 17 % (1/6) des neurones enregistrés dans les laminae
[II-IV. En présence de TTX (0,5 pM) qui bloque la geneése et la propagation des potentiels
d’actions, la DA n’a pas eu d’effet sur les fréquences des CPSIs dans les 4 neurones que
nous avons testés. Les caractéristiques des réponses de la DA sur la fréquence des CPSIs
sont résumés dans le tableau 3. Ces caractéristiques sont proches de celles que nous avons

observées lors des applications de NA dans ces mémes laminae (I1I-IV) de la CDME.

Tableau 3. Caractéristiques des effets de la DA et de la NA sur la transmission

synaptique inhibitrice dans les laminae III-IV de la CDME.

Cellules -
, , Délai
présentant Fréquence de , .y Changement
: d’apparition \
Agonistes une n base des de la réponse de fréquence
réponse CPSIs (Hz) (s)p des CPSIs (%)
(%)
Noradrenaline 92.6 27 | 2,42+0,46 | 83,44 +8,06 | 460,96 + 82,49
(20pM)
Dopamine
(SOpM) 63.6 14 2,18 + 0,55 155,11 + 17 378,17 + 61,26

2) Effet des antagonistes des adrénocepteurs

En présence de phentolamine (10 uM) et de propranolol (50 uM), la DA (50 pM) n’a
pas augmenté la fréquence des CPSIs dans 6 cellules testés (0/6) (Figure 15). Ce résultat
est statistiquement différent de la condition controle (p = 0,016) et souléve la possibilité
d’un effet de la DA impliquant au moins en partie I'activation des récepteurs a la NA dans

les laminae III-1V de la CDME.

79



3) Effet du fluorocitrate

Nous avons voulu savoir si l'effet de la DA partageait d’'autres propriétés de l'effet
de la NA. Ainsi, nous avons appliqué de la DA sur des tranches de moelle épiniére
prétraitées au FC pour déterminer une éventuelle implication des cellules gliales de la
moelle épiniéere dans l'effet facilitateur de la DA sur la transmission synaptique

inhibitrice des laminae III-IV.

Lorsque les tranches de moelle épiniére ont été incubées avec du FC (100 pM)
pendant 1 h, I'application de DA (50 pM) n’a augmenté la fréquence des CPSIs dans
aucun des neurones testés (0/5). Ce résultat est statistiquement différent de la condition
contrdle (p = 0,016) et montre que l'effet de la DA dans les laminae I1I-IV est également

susceptible de dépendre d’'une interaction glie-neurone dans la CDME.

A ce stade nous avons réalisé que 'effet de la DA sur la transmission synaptique
inhibitrice dans les laminae III-IV de la CDME ressemblait a celui de la NA et dépendait
potentiellement de I'activation des récepteurs de la NA. Nous avons néanmoins voulu
déterminer si une partie des effets pouvait impliquer des récepteurs de la DA en utilisant
une approche pharmacologique. Nous présentons ci-dessous les résultats préliminaires

obtenus.

4) Effet des agonistes et antagonistes des récepteurs de la dopamine
sur la transmission synaptique inhibitrice (données préliminaires)

Le SKF 38393 (agoniste des récepteurs DI, 1-10 pM) n’a jamais augmenté la
fréquence des CPSIs sur les 7 cellules testées. Le quinpirole (agoniste des récepteurs D2)
n’a pas eu d’effet sur la fréquence des CPSIs dans 2 cellules testées (0/2). Ne parvenant pas
a reproduire les effets de la DA avec ses agonistes, nous avons alors essayé de bloquer les
effets de la DA avec les antagonistes des récepteurs DI et D2.

La DA (50 pM) a augmenté la fréquence des CPSIs en présence de SCH 23390 (1
pM) et de sulpiride (2 pM) (antagonistes des récepteurs D1 et D2, respectivement) dans 33
% (1/3) des neurones testés. Bien que le nombre de cellules enregistrés ne permet pour le
moment pas de conclure, nous avons vu que la DA pouvait avoir un effet en présence

d’antagonistes de ses récepteurs et que ses effets ne sont pas reproduits par des agonistes.
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IV. Contribution des cellules gliale a la
modulation des réseaux nerveux controlant

la sensibilité nociceptive

La caractérisation des effets de la NA dans les laminae profondes de la CDME nous
a permis de montrer que les cellules gliales de la moelle épiniére jouent un roéle
fondamental dans la modulation de la transmission synaptique inhibitrice.

Dans ce contexte, nous avons voulu déterminer si d'une maniére plus générale des
interactions glie-neurone participaient aux propriétés d’autres réseaux nerveux spinaux.
Pour cela nous avons évalué I'impact de I'inhibition du métabolisme glial sur les réseaux
de la CDME activés par la capsaicine en travaillant in vitro sur des tranches de moelle
épiniére et in vivo sur des rats dont nous avons quantifié les réponses comportementales a

des stimulations nociceptives mécaniques ou thermiques au chaud.
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Figure 17. L'effet de la capsaicine sur la transmission synaptique inhibitrice est bloqué par le FC dans les
laminae llI-IV

A. Trace de l'enregistrement électrophysiologique des CPSls dans les laminae llI-IV de la CDME avec le
graphique de la fréquence cumulée des CPSls de cette cellule illustrant 'augmentation de fréquence des CPSIs
induite par I'application de capsaicine (5 puM, 90 s). B. Enregistrement des CPSIs dans un neurone des laminae
[1I-IV d’une tranche préalablement traitée au FC (100 uM, 1 h). La capsaicine n’a pas d’effet. L'application d’'une
solution de haut potassium (50 mM dans de I'ACSF, 70 s) augmente la fréquence des CPSls indiquant qu’une
facilitation de la transmission synaptique est possible.
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Figure 18. Le FC inhibe sélectivement la réponse a la capsaicine sur la transmission synaptique inhibitrice
dans les laminae llI-IV de la CDME

Histogrammes des proportions de neurones montrant une augmentation de fréquence des CPSEs
(glutamatergiques) (A) ou des CPSls (GABAergiques et/ou glycinergiques) (B) suite a I'application de capsaicine
(5 uM, 90 s) dans les laminae I, llI-IV et V. Noter que seule la proportion de neurones présentant une
augmentation de fréquence des CPSls dans les laminae IlI-1V est affectée significativement (n.s non significatif,
*** p<0.001).



1) Effets du FC sur la facilitation de la transmission synaptique par la
capsaicine dans la CDME

Transmission synaptique excitatrice

Lamina II

La capsaicine (5 uM) appliquée pendant 90 s a augmenté la fréquence des CPSEs de
maniére réversible dans 59 % (17/29) des neurones de la lamina II. Apres incubation
préalable des tranches de moelle épiniére avec du FC (100 uM) pendant 1 h, la totalité des
6 neurones enregistrés a répondu a la capsaicine par une augmentation de fréquence des
CPSEs (Figure 18). Ces proportions de réponse a la capsaicine ne sont pas différentes d'une

condition a l'autre (p = 0,074 ; test exact de Fisher).

Laminae III-1V

Dans les laminae III-IV la capsaicine a augmenté la fréquence des CPSEs dans 45 %
(9/20) des cellules enregistrées. Aprés incubation avec le FC, 56 % (5/9) des neurones
répondaient encore a la capsaicine. Ces proportions de réponse ne sont pas différentes (p

= 0,7 ; test exact de Fisher).

Lamina V

Dans la lamina V, 75 % (9/12) des neurones ont répondu a l'application de
capsaicine par une augmentation des CPSEs en condition contrdle. Apres incubation des
tranches avec le FC, 60 % (3/5) répondent a la capsaicine. Ces proportions de réponse ne

sont pas différentes (p = 0,6 ; test exact de Fisher).

Transmission synaptique inhibitrice

Lamina I1

Dans la lamina II, 'application de capsaicine (5 pM, 90 s) a augmenté la fréquence
des CPSIs dans 48 % (16/33) des neurones enregistrés. Apres incubation des tranches avec
le FC, 50 % (4/8) des neurones répondent encore a la capsaicine. Ces proportions ne sont

pas différentes (p = 0,43 ; test exact de Fisher).

Laminae III-IV
Dans les laminae III-1V, 53 % (18/34) des neurones répondent a la capsaicine par

une augmentation de la fréquence des CPSIs en condition contrdle. Apres incubation des
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Figure 19. Effets d’une injection intrathécale de FC sur la sensibilité nociceptive mécanique et thermique au
chaud en situation basale et aprés injection intraplantaire de capsaicine

A, B. Effet d’'une injection intrathécale (i.th) de FC (1 nmol) sur les seuils de retrait mécaniques (filaments de Von
Frey) et de réflexe nociceptif a la chaleur (test de la plaque chaude). Les tests comportementaux sont réalisés
45 min apres l'injection du FC. C, D. Effet de l'injection intrathécale de FC sur l'allodynie mécanique et
I’hyperalgésie thermique provoquées par une injection intraplantaire (i.p) de capsaicine (injection bilatérale, 1
mM, 20 uL). C1, D1 comparent les effets du FC seul et de la capsaicine 45 min apres injection de FC sur les
sensibilités mécanique (C1) et thermique (D1). E, F. Récupération 24 h apres l'injection de FC. (n.s non
significatif, ** p<0.01, * p<0.05).



tranches avec le FC, il n'y a plus que 8 % (2/24) des neurones qui présentent une
augmentation de fréquence des CPSIs suite a I'application de capsaicine (Figure 17). Cette

différence est statistiquement significative (p = 0,0006 ; test exact de Fisher).

Lamina V

Dans la couche V, la capsaicine a induit une augmentation de fréquence des CPSIs
dans 55 % (18/33) des neurones dans des tranches contrdles non traitées au FC. Apres
préincubation avec le FC, 83 % (5/6) des cellules répondent a la capsaicine. Ces proportions
de réponses a la capsaicine en condition contrble et apres traitement des tranches de

moelle épiniere au FC ne sont pas statistiquement différentes (p = 0,370 ; test exact de

Fisher).

2) Effets du FC sur la sensibilité nociceptive mécanique et thermique
Effet propre du FC

45 min apres l'injection intrathécale d’1 nmol de FC, le seuil de retrait mécanique
mesuré avec les filaments de von Frey était passé de 37,4 +4,77gal72+45g(n=10;p =
0,00515 ; test de Wilcoxon). Cet effet analgésique du FC était réversible puisque 24 h apres
I'injection de FC, le seuil mesuré était de 39,92 + 10,19 g (n=6) (Figure 19).

A la suite du test de sensibilité mécanique avec les filaments de von Frey, les
animaux ont passé le test de la plaque chaude. Avant I'injection de FC le temps de latence
de déclenchement d'une réponse nociceptive thermique était de 38,07 + 3,03 s. Apres
I'injection intrathécale de FC ces valeurs étaient de 31,7 + 2)12s (n =10 ; p = 0,108 ; test de
Wilcoxon). 24h apres I'injection les valeurs mesurées étaient de 32 + 4,21 s (n = 6) (Figure

19).
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Effet du FC sur la nociception aigué

Aprés injection intraplantaire bilatérale de capsaicine (1 mM) les seuils de retrait
de pattes aux filaments de von Frey sont passés de32+93ga 5,17+ 0,6 g(n=6;p =
0,0350 ; test de Wilcoxon). Si une injection intrathécale de FC est réalisée 45 min avant
I'injection intraplantaire de capsaicine, les valeurs des seuils mécaniques passent de
39,25 + 7,25 a 27 + 3,6 g (n = 6). La variation de seuil induite par la capsaicine apres
prétraitement au FC n’est pas statistiquement significative (p = 0,369 ; test de Wilcoxon)
(Figure 19).

Dans le test de la plaque chaude réalisé apres l'injection intraplantaire de
capsaicine le temps moyen d’apparition d’'une réaction nociceptive passe de 38,67 + 3,74
sa26,50 +2,68s(n=6;p=0,0312; test de Wilcoxon). Lorsque I'injection intrathécale
de FC est réalisée avant l'injection intraplantaire de capsaicine, les valeurs de latence
d’apparition du réflexe de retrait nociceptif passent de 36, 67 + 3,40 s a 41,33 + 2,85 s (n
=6;p = 0,186 ; test de Wilcoxon) (Figure 19).
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DISCUSSION

Au cours de ces travaux de these, nous avons décrit une facilitation par la NA des
transmissions GABAergique et glycinergique dans les laminae I1I-V de la CDME qui met
en jeu l'activation des adrénocepteurs oy, 3 et de maniére surprenante, co. Cet effet
nécessite une communication interlaminaire intacte entre les laminae III-IV et V pour
la majorité de sa composante dépendante des adrénocepteurs ou et la totalité de la
composante impliquant les adrénocepteurs cz. De plus, il semblerait que cet effet repose
en grande partie sur une interaction entre les cellules gliales et les neurones de la CD,
probablement par lintermédiaire dune gliotransmission glutamatergique et
purinergique dans la lamina V (ou des laminae plus profondes). Nous avons également
observé un effet de facilitation postsynaptique de la NA sur les récepteurs de la glycine
des laminae III-1V.

D’apres la littérature scientifique, I'effet analgésique de la NA, lorsqu’il implique
la libération endogeéne de NA, semble essentiellement dépendre de l'activation des
adrénocepteurs 2. Dans ce contexte, nos résultats sont nouveaux car ils révelent
I'existence d'un maillon glial essentiel situé dans les laminae profondes et controlé
notamment par les adrénocepteurs oo. Il se pourrait donc que Ianalgésie
noradrénergique dépendante des récepteurs oo résulte en partie d’'une interaction glie-

neurone.

I. Aspects méthodologiques

Conditions d’enregistrement et application des substances

Les enregistrements présentés dans ces travaux de these ont été réalisés avec une
approche expérimentale de blind-patch. Cette technique permet de travailler sur des
tranches épaisses (600 um) de moelle épiniére dans lesquelles nous pouvons enregistrer
des neurones au centre de la tranche et dont les réseaux synaptiques sont mieux

conservés que dans des tranches plus fines classiquement utilisées.
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Figure 20. Fréquences de base moyennes des CPSI dans différentes conditions d’enregistrement
Les cellules ont toutes été enregistrées dans les laminae llI-IV sauf pour la condition « Lamina V ».
CNQX (10 uM)-APV (50 uM) ; PPADS (10 uM)-BBG (1 uM) ; C-A-P-B : les quatre bloquants
précédent appliqgués en méme temps ; FC : fluorocitrate (prétraitement 100 uM, 1 h) ; GABA :
CPSIs enregistrés en présence de PMBA (un bloquant des récepteurs de la glycine) ; glycine : CPSls
enregistrés en présence de bicuculline (un bloquant des récepteurs GABA,) ; section : section
mécanique entre les laminae IV et V; TTX : CPSIm enregistrés en présence de TTX 0,5 uM.



Les substances testées ont toutes été appliquées par perfusion générale dans le
bain de la chambre denregistrement. Les concentrations de NA utilisées dans la
littérature sont de I'ordre de 50-100 pM. Nos concentrations sont plus faibles (20 uM).
Elles ont été choisies pour étre compatibles avec les concentrations endogénes locales
estimées dans des expériences de microdialyse dans la moelle épiniere (Abhold et
Bowker, 1990). De plus, une concentration de 20 pM est un bon compromis pour activer
les récepteurs ciblés assez rapidement (front de montée de la concentration de NA dans
les profondeurs de la tranche assez importante) sans pour autant désensibiliser trop
rapidement ces récepteurs. Les concentrations que nous avons utilisées se situent d’'une
manieére générale dans une gamme de concentration de 100 a 1000 fois supérieure a
'’EC50 de la substance pour son récepteur. Etant donné la courte durée d’application par
bain (3 min), la concentration de NA atteinte a l'intérieur de la tranche (dans sa
profondeur) est probablement de I'ordre de 100 fois plus faible que dans la solution

appliquée.

Expériences de section

Les résultats obtenus sur des tranches de moelle épiniére ayant subi une section
mécanique pourraient étre faussés par une dégradation de I'état des réseaux synaptiques
apreés la section du tissu. Or nous voyons qu’apres la section, dont le but est de supprimer
tout échange d’'informations entre les cellules des laminae III-IV et V, la fréquence des
CPSIs enregistrés dans les laminae III-1V ne différe pas des conditions controle (Figure
20). Aprés la section il existe toujours des réponses pour certaines substances
pharmacologiques (phényléphrine) et 'ensemble des neurones testés répondent a une
application d’'une solution « dépolarisante » contenant 50 mM de potassium (solution
de haut K*) par une forte augmentation de fréquence des CPSIs. Ces données indiquent
que les résultats obtenus suite aux sections mécaniques entre les laminae IV et V sont
dus a une absence de communication intralaminaire et non pas a un réseau synaptique
globalement endommagé (i.e a une baisse de capacité de libération de

neurotransmetteurs).
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Fluorocitrate, cellules gliales et transmission synaptique

Le fluorocitrate (FC) bloque le cycle de Krebs en inhibant I'aconitase et donc la
formation d’isocitrate. Il a 'avantage d’étre préférentiellement capté par la glie mais,
pour des incubations plus longues (>3h), le FC a également un effet sur les neurones
(Fonnum et al., 1997). Dans nos expériences, la préincubation des tranches avec le FC a
été limitée a 1 h car, dans ces conditions il a été montré dans des tranches de cerveau
que la transmission synaptique et I'activité neuronale ne sont pas affectées (Nakanishi
et al., 1996; Schurr et al., 1997; Martin et al., 2007). Le fait que les fréquences de bases
ne soient pas modifiées par le FC (Figure 20) et que I'application d’une solution de haut
K*induise toujours une trés forte augmentation de la fréquence des CPSIs indiquent que
le FC n’affecte pas directement les fonctions neuronales (du moins la transmission
synaptique). De plus, nous avons pu observer qu'apres le FC, 'effet de la capsaicine
subsiste dans les laminae II et V, confirmant que l'effet du FC ne résulte pas d’'une
dépression généralisée de la transmission synaptique et qu’il n’affecte pas le
métabolisme (e.g synthése d’ATP) des neurones dans nos conditions. En parallele des
expériences avec le FC, nous avons aussi eu recours a un autre moyen pour bloquer
activité gliale dans nos tranches. Dans quelques expériences nous avons incubé les
tranches de moelle épiniére avec une gliotoxine : 'acide a-aminoadipique (a-AA) (Huck
et al., 1984). Bien que le nombre de cellules enregistrées soit faible (n=9), nous avons
remarqué que 'a-AA (500 pM) reproduisait I'effet du FC en inhibant 'augmentation de
fréquence des CPSIs induit par la NA ou ses agonistes.

Les injections intrathécales de FC ont été faites avec des doses de 1 nmol dans un
volume de 10 pL. Ces conditions sont similaires a d’autres études dans lesquelles il a été
montré que 'effet du FC sur les comportements nociceptifs est observable a partir de 30

min apres l'injection (Hassel et al., 1992; Milligan et al., 2003).

II. Effets de la NA

La NA est une catécholamine produisant une analgésie. Le substrat neuronal de
cet effet se trouve au niveau spinal et a été documenté grace a des études
électrophysiologiques et comportementales. La CDME est subdivisée en laminae et les

informations nociceptives y parvenant ne restent pas cantonnées aux laminae I-II et V
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dans lesquelles projettent les fibres afférentes primaires véhiculant ces informations
nociceptives en provenance de la périphérie. Il existe en effet des connexions
interlaminaires entre les laminae superficielles et profondes de la corne dorsale qui
participent a l'intégration et au traitement des messages nociceptifs (Petitjean et al.,
2012) (voir introduction). Notre objectif a été de rechercher et de caractériser les effets
de la NA sur les transmissions synaptiques dans et entre ces laminae, avec un intérét
particulier pour les laminae profondes de la corne dorsale ou les effets de la NA n’ont
jamais été documentés au niveau de la transmission synaptique.

Jusqu’a présent les études sur le mode d’action de la NA se sont effectivement
focalisées sur la lamina II. La littérature nous indique que la NA augmente la fréquence
des CPSIs mais pas des CPSEs via les récepteurs oy alors que l'activation du récepteur 3
n’a aucun effet sur la transmission synaptique dans la lamina II. La stimulation des
adrénocepteurs o2 hyperpolarise les neurones de la lamina II sans affecter la fréquence
ou les amplitudes des CPSEs ou des CPSIs. Par contre I'activation des adrénocepteurs oz
inhibe les CPSEs évoqués par stimulation électrique ou chimique des fibres afférentes
primaires nociceptives, indiquant la présence de récepteurs oo fonctionnels sur les
terminaisons des afférences primaires nociceptives plutét que sur les terminaisons des
interneurones de la CDME.

Nos résultats obtenus sur la transmission synaptique inhibitrice dans la lamina II

sont en accord avec les données de la littérature.

III. Effets pré et/ou postsynaptiques de la NA

Nos résultats montrent que les effets de la NA sur la transmission synaptique
inhibitrice sont majoritairement présynaptiques (augmentation de fréquence des
CPSIs). Nous n’avons observé aucun effet de la NA sur la transmission synaptique
excitatrice spontanée dans les laminae II-V de la CDME.

Au niveau postsynaptique nous avons vu que dans 33 % des cellules des laminae
[II-IV la NA augmentait 'amplitude des CPSIm glycinergiques tout en n’ayant aucun
effet sur les CPSIm GABAergiques. La NA semble donc avoir un effet postynaptique
sélectif sur les récepteurs de la glycine. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus

dans la moelle épiniére sacrée et sur des neurones de la corne dorsale en culture
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(Nabekura et al., 1999; Lang et al., 2003). Dans 'hippocampe, la NA induit une libération
d’ATP par les astrocytes qui va déclencher l'internalisation ’AMPAR postsynaptiques
neuronaux via un mécanisme dynamine-dépendant (Pougnet et al.,, 2014). Dans
I'’hypothalamus, suite a 'activation des adrénocepteurs oq la NA induit également une
libération d’ATP par les astrocytes qui semble au contraire amener a l'insertion
d’AMPAR postsynaptiques aprés activation des récepteurs P2X7 (Gordon et al., 2005).
Ces effets ont une cinétique lente avec un délai d’apparition de 20-30 min alors que dans
nos expériences l'effet postsynaptique de la NA avait lieu a partir de 3 min apres
I'application de NA. L'effet que nous observons est donc plus compatible avec un

mécanisme de modulation rapide, dépendant probablement de la voie PKA (Ahmadi et

al.,, 2002; Lang et al., 2003).

IV. Propriétés pharmacologiques des effets de la NA
dans les laminae III-IV et V

Nos données montrent que l'activation du récepteur oy avec la phényléphrine
entraine une augmentation forte et durable de la fréquence des CPSIs dans 67 % des
neurones enregistrés dans la lamina II, dans 100 % des neurones des laminae III-IV et
dans 27 % des neurones de la lamina V. Or, la majorité des données comportementales
semblent indiquer que l'activation des adrénocepteurs oy n’est pas critique dans
I'analgésie noradrénergique spinale induite par la libération endogéne de NA
(Fleetwood-Walker et al., 1985; Hunter et al., 1997; Malmberg et al., 2001). Ainsi se pose
la question du role des récepteurs de type oy dans les controles descendants
noradrénergiques chez le rat. L’expression spinale des adrénocepteurs oq est importante
(voir données immunohistochimiques - introduction) et nous observons un nombre
élevé de neurones qui répondent a la phényléphrine dans les laminae II-IV. Il se pourrait
que le systeme ou-adrénergique joue un réle de rétrocontréle pour limiter la libération
de NA lors de sollicitations fortes des controles descendants noradrénergiques en
augmentant la transmission inhibitrice GABAergique et glycinergique afin d'inhiber la
libération de NA. Ce phénomene pourrait étre un mécanisme de régulation important
au plan physiologique car il semble par ailleurs que les autorécepteurs inhibiteurs

« classiques » de type oz soient absents des terminaisons noradrénergiques spinales
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Tableau 4. Affinités des adrénocepteurs pour la noradrénaline (British Journal of
Pharmacology — The Concise Guide to Pharmacology 2013/2014).

Adrénocepteur Affinité pour la noradrénaline (nM — pKi)
5.8-6.0
6.2
7.4
5.6-8.4
56-9.1
59-8.7
4.7-6.3




(Stone et al., 1998; Olave et Maxwell, 2002). Notons cependant que chez I'humain les
récepteurs oq sont peu exprimés dans la corne dorsale de la moelle épiniére et ne
contribuent donc probablement que trés peu aux effets analgésiques de la NA (Smith et
al., 1999).

Par ailleurs, nos données fonctionnelles suggeérent que les adrénocepteurs de type
B semblent uniquement exprimés dans les laminae III-IV de la corne dorsale bien que
des données histochimiques suggérent leur présence dans la lamina II (Mizukami,
2004). Nous avons, en effet, observé une facilitation de la transmission synaptique
inhibitrice suite a I'activation du récepteur  dans 33 % des neurones des laminae II1-IV
mais jamais dans les laminae II ou V. De plus, nos expériences de section, de blocage
pharmacologique du métabolisme glial ou des transmissions glutamatergique/
purinergique, n’ont jamais significativement affecté cette proportion de réponses. Si des
récepteurs 3 fonctionnels sont présents dans la lamina II, leur effet ne passe en tout cas

pas par la modulation de la transmission synaptique inhibitrice ou excitatrice.

V. Analgésie comportementale et récepteurs o,

L’effet analgésique de la NA est reproduit par des agonistes et bloqué par des
antagonistes des récepteurs oo. Les récepteurs oz semblent donc jouer un role
déterminant dans les réseaux spinaux responsables de I'analgésie noradrénergique.

Dans la CDME nous trouvons les trois types de récepteurs a la NA et nous avons
vu que les récepteurs i et B sont fonctionnels : leur activation module la transmission
synaptique inhibitrice. Un role prédominant des récepteurs oz s’explique peut-étre par
la présence préférentielle de ces adrénocepteurs oz sur les terminaisons des afférences
primaires, a proximité des sites de libération de la NA dans la CDME. Leur affinité pour
la NA est comparable a celle des autres types d’adrénocepteurs (tableau 4) (Shibata et
al., 1995; Strosberg, 1997; Jasper et al., 1998; Peltonen et al., 1998; Pihlavisto et al., 1998;
Taniguchi et al, 1999; Hoffmann et al, 2004). Dans la CDME, les données
d'immunolocalisation en microscopie électronique des récepteurs adrénergiques
actuellement disponibles sont insuffisantes pour indiquer une localisation différentielle
des récepteurs o par rapport aux récepteurs o et § au niveau synaptique (Stone et al.,

1998; Olave et Maxwell, 2002; Mizukami, 2004). Une des facons de déterminer si la
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libération synaptique de NA a partir de fibres descendantes peut directement et
rapidement activer les récepteurs oo (ou alternativement les récepteurs o ou 3) passerait
par une approche optogénétique. Ainsi, on pourrait envisager d’exprimer par
transgéneése virale la channelrhodopsine 2 dans les neurones noradrénergiques du LC
sous le contréle du promoteur de la dopamine B-hydroxylase. Ceci permettait une
photostimulation sélective des fibres NA en provenance du LC dans une tranche de
moelle épiniére. L'analyse des événements synaptiques excitateurs ou inhibiteurs
évoqués par la stimulation optique de ces fibres (notamment de leur latence et de la
variabilité de celle-ci) dans la tranche, couplée a une approche pharmacologique
(antagonistes des adrénocepteurs), devrait permettre de déterminer si les neurones
(et/ou les cellules gliales) contactés par les fibres ou suffisamment proche des sites de
libération de la NA, expriment des récepteurs o et si la libération endogéne de NA active

préférentiellement ces récepteurs co.

VI. Implication de la NA endogéne

Toutes les substances que nous avons appliquées par bain diffusent dans
I'ensemble de la tranche de moelle épiniere. Ainsi, nous touchons I'ensemble des
récepteurs présents dans la tranche pour un agoniste donné. Ce mode d’activation des
récepteurs est potentiellement différent d’'une libération physiologique de NA par les
contréles descendants qui pourrait étre plus restreinte dans I'espace. Ainsi, on pourrait
se demander si les effets que nous observons ne sont pas principalement dus au mode
d’application et/ou a la concentration de NA ou de ses agonistes que nous utilisons dans
nos expériences.

Quand le LC est stimulé électriquement, la concentration de NA mesurée au
niveau de la moelle lombaire par microdialyse avoisine les 23 uM (Abhold et Bowker,
1990), une concentration proche des 20 puM que nous utilisons pour la NA dans nos
expériences. De plus, nous montrons que 'application de nortriptyline, qui bloque les
transporteurs de la NA et augmente donc localement la concentration de NA au
voisinage des sites de libération endogene de la NA, reproduit en tous points les effets
de la NA appliquée de fagon exogene. Ces résultats montrent d’'une part, que dans nos

conditions expérimentales les fibres noradrénergiques présentes dans la CDME libérent
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de maniére basale de la NA et d’autre part, que les effets induits par la NA endogene
sont similaires a ceux induits par une application exogéne de NA. Ainsi, la nortriptyline
facilite la transmission synaptique inhibitrice dans une forte proportion de neurones
enregistrés dans les laminae III-1V, et cet effet est bloqué par les antagonistes des
adrénocepteurs ainsi que par le blocage du métabolisme glial avec le FC.

Par conséquent, nous pensons que les effets d’applications exogeénes de NA tels
que nous avons pu les caractériser dans les différentes laminae de la corne dorsale de la
moelle épiniére se rapprochent de ceux induits par la NA libérée de maniére endogene

dans des conditions plus physiologiques.

VII. Réseau neuro-glial spinal

1) Importance de la glie

Les données de la littérature montrent que la NA a des effets sur les cellules gliales
et notamment sur les astrocytes (voir introduction pour plus de détails). La NA induit la
libération par les astrocytes de divers gliotransmetteurs tels que le glutamate et 'ATP
qui sont capables de moduler les communications entre les neurones au sein des réseaux
synaptiques (Newman, 2003; Gordon et al., 2005; Pougnet et al., 2014) ainsi qu’entre
les astrocytes eux-mémes au sein des réseaux gliaux (Hassinger et al., 1996; Guthrie et
al., 1999). Par ailleurs, une partie des fibres descendantes noradrénergiques se terminent
en apposition avec des astrocytes de la corne dorsale (Ridet et al., 1993). C’est pour ces
raisons que nous avons recherché une implication éventuelle de la glie dans les effets de
la NA sur la transmission synaptique inhibitrice dans la corne dorsale de la moelle
épiniere.

Pour mettre en évidence une telle implication, nous avons décidé de traiter les
tranches aigués de moelle épiniére avec un inhibiteur du métabolisme glial : le
fluorocitrate (FC) qui inhibe la synthése et la libération d’ATP et de glutamate.

Nous avons pu observer qu’apres inhibition du métabolisme glial par le FC, 68 %
des réponses oy-dépendantes et la totalité des réponses az-dépendantes étaient
bloquées. Par contre, le traitement au FC n’a jamais affecté la composante (-

adrénergique.
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De plus, I'inhibition du métabolisme glial a bloqué sélectivement les effets de la
capsaicine sur la transmission synaptique inhibitrice dans les laminae I1I-IV de la CDME,
sans affecter les caractéristiques de base des transmissions synaptiques inhibitrices et
excitatrices ou les effets facilitateurs de la capsaicine sur ces transmissions dans les
autres laminae (II et V).

Les cellules gliales de la moelle épiniere semblent donc indispensables a I'effet
facilitateur co- et TRPVI-dépendants de la transmission synaptique inhibitrice dans les
laminae III-IV. Ceci suggére que la glie spinale et les interactions neurone-glie sont
probablement cruciales pour le bon fonctionnement des contrdles descendants
noradrénergiques et l'intégration des informations nociceptives dans les laminae III-1V.

Cette importance des communications entre la glie et les neurones est confirmée
par leffet des injections intrathécales de FC sur les réponses comportementales
nociceptives.

L’étude des réflexes nociceptifs mécanique (filaments de Von Frey) et thermique
(plaque chaude) nous montre qu’aprés prétraitement au FC le seuil du réflexe
mécanique est fortement augmenté. Cela veut dire que lorsque le métabolisme glial de
la moelle épiniére est bloqué, les animaux présentent une baisse de sensibilité a une
stimulation mécanique nociceptive au niveau de leurs pattes postérieures. Une injection
intraplantaire de capsaicine apres linjection intrathécale de FC ne produit plus
d’hyperalgésie thermique ou d’allodynie mécanique. L'intégrité des cellules gliales
semble donc nécessaire au développement de I'hyperalgésie mécanique et thermique
suite a une injection périphérique de capsaicine. D'une maniére plus générale, la glie
apparait comme indispensable au fonctionnement du systéme somatosensoriel spinal.
Les effets du FC s’installent progressivement et sont réversibles apres 24h. Ils ne sont
donc pas dus a une éventuelle toxicité du FC. Nous ne pouvons cependant pas étre
certains d'un mode d’action exclusivement spinal du FC étant donné que durant le
temps nécessaire au blocage du métabolisme glial (ici, 45 min), le FC peut atteindre les
centres supraspinaux par l'intermédiaire du liquide céphalo-rachidien.

Le FC bloque le métabolisme de toutes les cellules gliales (Hassel et al., 1992) et
les astrocytes ainsi que les cellules microgliales expriment potentiellement des

adrénocepteurs. Mais la preuve d’'une expression spinale d’adrénocepteurs par les
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Figure 21. La NA augmente la concentration intracellulaire de calcium dans les cellules gliales
Réponse calcique dans un neurones (trace noire) et une cellule gliale (trace rouge) en présence de
bloquants des récepteurs ionotropiques du glutamate (CNQX, APV) et de I'ATP (PPADS, BBG).
Lapplication d’une solution dépolarisante de haut K* (50 mM KCIl) induit une augmentation du
calcium libre intracellulaire dans le neurone mais pas dans la cellule gliale. La phényléphrine (PHE,
agoniste a,) et la noradrénaline (NA) augmentent la concentration de calcium intracellulaire libre
dans la cellule gliale mais pas dans le neurone.



astrocytes (Hosli et Hosli, 1982; Hosli et al., 1993) et de leur stimulation fonctionnelle
par la NA (Do et al., 1997; Hertz et al., 2010; O’Donnell et al., 2012; Xu et al., 2014a) nous
font penser que les astrocytes plutot que la microglie seraient impliqués dans ces
interactions glie-neurone.

A T'heure actuelle, il n’existe malheureusement pas de bloquant métabolique
entierement sélectif des astrocytes ou des cellules microgliales. L’étude des effets de la
NA devra étre poursuivie sur des cellules identifiées in situ (ou en culture) en utilisant
par exemple des cellules de souris transgéniques dans lesquelles les cellules microgliales
sont identifiées par I'expression d’EGFP sous le promoteur du récepteur CX3CRI ou les
astrocytes par 'expression d’EGFP sous le promoteur de la GFAP.

Des expériences préliminaires d’'imagerie du calcium sur des cocultures entre
neurones et cellules gliales des laminae profondes de la corne dorsale vont dans le sens

d’'une action de la NA sur des astrocytes (Figure 21).

Gliotransmetteurs potentiellement impliqués dans la communication

glie-neurone

Nous avons voulu voir si des gliotransmetteurs tels que le glutamate et 'ATP
pouvaient étre impliqués dans ces interactions glie-neurone. Pour cela nous avons
réalisé des enregistrements dans les laminae III-IV en bloquant les récepteurs-canaux
cationiques du glutamate (avec le CNQX et 'APV) et/ou de 'ATP (récepteurs P2X, avec
le PPADS et le brillant blue G).

Ces expériences ont montré que leffet oy-dépendant sur la transmission
synaptique inhibitrice nécessite I'activation de récepteurs AMPA et que leffet oo-
dépendant nécessite I'activation de récepteurs NMDA et P2X.

Il est aussi intéressant de noter que l'effet de la NA est fortement réduit
uniquement lorsque les transmissions glutamatergiques et purinergiques sont inhibées
simultanément. En effet, lorsqu’on bloque ces transmissions séparément, I'effet de la NA
n'est soit pas affecté, soit faiblement atténué. Ceci indique que l'effet de la NA est
complexe et implique probablement la libération de gliotransmetteurs comme le
glutamate et 'ATP qui agiraient de fagon synergique.

La libération de ces gliostransmetteurs par les cellules gliales peut se faire de

différentes fagons : par exocytose, par I'intermédiaire de canaux anioniques ou de canaux
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pannexine (Garré et al., 2010; Vroman et al, 2014). Une fois libérés, ces
gliotransmetteurs peuvent agir sur les neurones par I'activation de récepteurs-canaux
(AMPA, NMDA, KA, P2X) ou métabotropes (mGluR, P2Y). Il est probable que la
modulation des communications cellulaires spinales par la NA via I'ATP astrocytaire
implique des effets postsynaptiques. En effet, il a été montré que 'ATP libérée suite a
I'application de NA peut atténuer la communication synaptique excitatrice en jouant sur
I'insertion membranaire des récepteurs AMPA (Pougnet et al., 2014) et que la NA
pouvait potentialiser directement les récepteurs P2X via un mécanisme de type
allostérique, méme a des concentrations de 'ordre du nanomolaire (Surprenant et al.,
2000).

Au stade actuel de nos travaux, notre démonstration de I'implication de 'ATP et
du glutamate comme gliotransmetteur impliqués dans les effets de la NA sur la
transmission synaptique inhibitrice reste indirecte. Cependant, il faut souligner que les
effets bloquants des antagonistes des récepteurs canaux de 'ATP et du glutamate sont
identiques a ceux du FC. Ce point renforce 'hypothese selon laquelle le glutamate et
I'ATP impliqués dans les effets de la NA sur la transmission synaptique inhibitrice

pourraient étre d’origine gliale.

2) Réseau modulé par la NA
Dans cette partie de la discussion nous allons nous appuyer sur les résultats
présentés jusqu’ici et sur des données publiées dans la littérature pour tenter d’élaborer
un modele du mécanisme d’action de la NA dans la CDME.
Les hypothéses discutées dans cette partie sont schématisées dans les figures 22, 24, 25

et 26.

Avant de discuter de ces différentes hypotheses, il convient de rappeler que :

1) la section mécanique entre les couches IV et V produit le méme effet qu'un
blocage du métabolisme glial par le FC, ce qui indique une relation étroite entre les
cellules gliales et les processus a 'origine de la modulation de la transmission synaptique
inhibitrice dans les couches III-IV. De plus, ces données suggerent que cette interaction

entre cellules gliales et neurones prend son origine dans les laminae profondes.
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Figure 22. Réseaux potentiellement impliqués dans les effets facilitateurs de la transmission
synaptique inhibitrice dans les laminae IlI-IV suite a I'activation des récepteurs a,

Environ 70 % des effets observés dans les laminae IlI-IV dépendent des laminae profondes (V-VI) (c.f
expériences de section et FC). Ce phénomeéne dépend probablement des cellules gliales et des
récepteurs AMPA (effet a,-dépendant bloqué par le FC (70 % des neurones) et par le CNQX (100 %
neurones). Les hypotheses pouvant rendre compte de l'effet dans les laminae profondes sont
schématisées par les situations E, F, G et H.

Les 30 % de réponses restantes apres section entre les laminae IV-V ou aprés FC pourraient s’expliquer
selon 4 hypotheses : A, B, C ou D, I’hypothése D étant la plus probable (voir discussion).



2) sur les neurones, les récepteurs de la NA sont localisés loin des terminaisons
synaptiques car les effets des agonistes de ces récepteurs (ou de la NA) ne sont jamais
observés en présence de TTX qui bloque la genése et la propagation des potentiels
d’action. Il est vraisemblable que les récepteurs se situent sur le corps cellulaire et/ou

les dendrites de ces neurones.

En tenant compte de ces considération, on peut supposer que :

- si l'effet d’'un agoniste de la NA persiste dans les laminae III-IV apreés section
entre les laminae IV-V, le corps cellulaire du neurone (ou de la cellule gliale) impliqué
dans cet effet se situe dans une lamina plus dorsale que la lamina V (i.e. au-dessus de la
section).

-si l'effet de I'agoniste disparait aprés section, le corps cellulaire du neurone (ou
de la cellule gliale) impliqué se situe dans une lamina plus profonde que la lamina IV

(i.e. en dessous de la section).

a) Réseaux modulés par les récepteurs q

Communications au sein et entre les laminae I et I1I-1V

Nos résultats indiquent qu’apres section entre les laminae IV et V, la proportion
de réponses a la phényléphrine dans les laminae III-IV est de 30 % ; 70 % des réponses
ayant disparu. Notons également que le pourcentage de réponses persistant apres
section est similaire a celui observé en FC, ce qui indique que les cellules gliales ne
participent pas a ces effets « résiduels ». Ces derniers sont donc probablement dus a des
récepteurs oy exprimés par des neurones. Cette situation peut s’expliquer par quatre

hypothéses que nous nommerons A, B, C et D et qui sont schématisées dans la figure 22.

A. Les adrénocepteurs ag sont exprimés sur des interneurones excitateurs stimulant des
interneurones inhibiteurs. Nous avons noté que les effets de la NA subsistent lorsque
nous bloquons la transmission excitatrice (CNQX/APV) et que la NA n’a jamais eu d’effet
sur la fréquence des CPSEs. Cette hypotheése est donc peu probable.

B. Des interneurones inhibiteurs de la lamina Il exprimant les récepteurs a; contactent des
prolongements dendritiques des neurones des laminae III-1V. Dans ce cas les CPSIs dont
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Figure 23. Connectivité interlaminaire et translaminaire des laminae superficielles de la CDME
Connectivité des interneurones excitateurs et inhibiteurs des laminae | a IV de la CDME proposée suite a
une étude de balayage par photo-stimulation décageant du glutamate (reproduit de Kato et al., 2009).



la fréquence serait augmentée apres application de 'agoniste oy (phényléphrine) et que
nous enregistrons dans les laminae III-IV devraient étre de faible amplitude et présenter
un front de montée lent. Ceci n’est pas le cas.

C. Des interneurones inhibiteurs de la lamina II exprimant les récepteurs o; contactent les
neurones des laminae III-1V. Une étude détaillée des contacts entre la lamina II et les
laminae III-IV a montré I'existence de projections excitatrices mais pas inhibitrices de la
lamina II vers les laminae ITI-IV (Figure 23) (Kato et al., 2009). Les neurones inhibiteurs
de la lamina IT qui possédent des récepteurs oy (Baba et al., 2000a, 2000b; Gassner et
al., 2009) ne peuvent donc pas rendre compte de I'augmentation de la fréquence des
CPSIs dans les laminae III-1V.

D. Des interneurones inhibiteurs des laminae III-IV expriment le récepteur a; et font des
synapses avec les neurones que nous enregistrons dans les laminae I1I-IV dans lesquels
nous observons 'augmentation de fréquence des CPSls. Cette hypothése est la plus
probable pour la proportion de 30 % des neurones qui répondent a la phényléphrine
apres la section mécanique entre les laminae [V et V, et aprés traitement des tranches

au FC.

Implication des laminae V et VI

La section entre les laminae [V et V supprime 70 % des réponses aux agonistes o
dans les laminae III-IV et le méme effet est obtenu apres inhibition du métabolisme glial
par le FC. Ces données indiquent que des neurones et des cellules gliales situées plus
profondément que la lamina IV sont impliqués dans 70 % des effets des agonistes oy sur
la transmission synaptique inhibitrice dans les laminae III-IV. Quatre hypotheses
principales (dénommeées E-H dans la figure 22) pourraient rendre compte de cette
situation :
E. Un interneurone excitateur des laminae V-VI exprime le récepteur o; et stimule un
interneurone inhibiteur des laminae III-IV et/ou F. Un interneurone excitateur des
laminae V-VI exprime le récepteur a; et stimule un interneurone inhibiteur des laminae V-
VI.
Les hypotheéses E et F sont peu probables car nous n’avons jamais enregistré de
facilitation de la transmission synaptique excitatrice dans la lamina V ou les laminae III-

[V suite a I'application de NA.
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Figure 24. Réseaux hypothétiques permettant d’expliquer les effets facilitateurs de la transmission
synaptique inhibitrice dans les laminae llI-IV suite a I'activation des récepteurs 8

Un tiers des neurones enregistrés dans les laminae IlI-IV répondent par une augmentation de la
fréquence des CPSls suite a I'application d’agonistes sélectifs des récepteurs de type B. Cet effet n'est
bloqué ni par le FC, ni par la section entre les laminae IV et V. Il peut s’expliquer par les situations A, B
et/ou B.



G. Un interneurone inhibiteur des laminae V-VI exprime le récepteur oy et contacte
directement le neurone des laminae I1I-IV dans lequel nous enregistrons 'augmentation
de fréquence des CPSlIs.

H. L’adrénocepteur o est exprimé par des cellules gliales des laminae V-VI.

Dans le cas des hypotheses G et H, la section mécanique des communications entre les
laminae IV et V entrainerait une perte des effets des laminae profondes sur les laminae
[II-IV. Nous avons remarqué que la proportion de réponses cy-dépendante bloquée par
la section (70 %) est la méme que celle induite par I'inhibition du métabolisme glial par
FC. Par conséquent nous favorisons '’hypothése H impliquant un maillon glial dans les

laminae V-VI.

b) Réseaux modulés par les récepteurs [3

L'effet facilitateur observé dans 33% des neurones des laminae III-IV suite a
I'activation des adrénocepteurs 3 persiste aprés section entre les laminae IV et V, ainsi
quapres préincubation des tranches avec du FC. Dans I'hypothése A (Figure 24), un
interneurone inhibiteur possédant des adrénocepteurs 3 projetterait vers les laminae I1I-
IV. Cependant, en accord avec d’autres études publiées (North et Yoshimura, 1984; Baba
et al., 2000b), nous n’avons pas observé d’effet de l'isoprotérénol sur la transmission
synaptique dans la lamina II et il n’y a pas de connexions inhibitrices de la lamina II vers
les neurones des laminae I1I-1V (Kato et al., 2009). L’hypothése A est donc peu probable.
L’hypothese d’un interneurone excitateur de la lamina II possédant des récepteurs 3 et
projetant sur un interneurone inhibiteur des laminae III-1V (hypothése B, Figure 24) est
également a exclure car ni la NA, ni les agonistes des récepteurs 3 n’ont induit
d’augmentation de fréquence des CPSEs dans les laminae III-IV. Par contre, comme
présenté dans '’hypothese C (Figure 24), les adrénocepteurs 3 pourraient étre exprimés
par des interneurones inhibiteurs des laminae III-1V sur lesquels ils auraient un effet

excitateur. Cette situation permettrait de rendre compte de nos observations.

¢) Réseaux modulés par les récepteurs o
Lors des premiers enregistrements réalisés dans les laminae III-IV pendant
lesquels nous avons appliqué de la clonidine nous avons été surpris par son action

facilitatrice sur la transmission synaptique inhibitrice.
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Figure 25. Réseaux hypothétiques permettant de rendre compte des effets facilitateurs de la
transmission synaptique inhibitrice dans les laminae IlI-IV suite a I'activation des récepteurs a,

La totalité des effets facilitateurs dus a I'activation des récepteurs a, est bloquée par le FC et la section
entre les laminae IV et V. La carbénoxolone et l'inhibition pharmacologique des récepteurs du
glutamate et de I'’ATP bloquent également cet effet.

Nous spéculons que les récepteurs a, sont exprimés par les astrocytes. L'information des laminae
profondes peut parvenir aux neurones enregistrés dans les laminae llI-IV par un intermédiaire neuronal
(hypothése A) ou un réseau glial (hypothése B) via des neurotransmetteurs et/ou des jonctions
communicantes, respectivement.



Les enregistrements dans la lamina V nous ont montré, qu'en plus d'un effet
facilitateur tel que celui observé dans les laminae III-IV, dans 33 % des neurones, la
clonidine avait un effet inhibiteur sur la fréquence des CPSIs. En vue de la nature
inhibitrice du couplage intracellulaire des adrénocepteurs oz, nous nous sommes
demandé si les augmentations de fréquence des CPSIs observés dans 36 % des neurones
des laminae III-IV et 33 % des neurones de la lamina V pouvaient étre dues a un
phénomene de désinhibition ayant lieu dans les laminae V ou VI. Un mécanisme de
désinhibition similaire a déja été décrit dans 'hippocampe (Doze et al., 1991).

Lorsque le métabolisme glial est inhibé par le FC, ou que les communications
nerveuses sont interrompues entre les laminae IV et V, les effets de la clonidine sur la
transmission synaptique inhibitrice disparaissent dans les laminae III-IV. Cela montre
que les récepteurs oo activés par la clonidine sont situés sous la lamina IV et modulent
activité de cellules gliales. De plus, des données préliminaires indiquent que dans la
lamina V, le traitement au FC bloque uniquement les augmentations de fréquences des
CPSIs mais n'a pas d’effet sur les baisses de fréquences des CPSIs induites par la
clonidine. L’hypotheése de la désinhibition d'un interneurone inhibiteur suite a
I'activation des récepteurs oz ne semble donc pas la plus probable pour expliquer
I'augmentation de fréquence des CPSIs dans les laminae III-1V, sauf'si les cellules gliales
sont des intermédiaires obligatoires entre les neurones dans lesquels on observe une
diminution de fréquence des CPSIs et les neurones qui présentent une augmentation de
fréquence des CPSIs suite a la stimulation des adrénocepteurs ..

Par ailleurs, nous savons que les astrocytes de la corne dorsale peuvent exprimer
le récepteur o (Hosli et Hosli, 1982) et qu’ils sont potentiellement contactés par des
fibres noradrénergiques en provenance du LC (Ridet et al., 1993). Des données
démontrant clairement et sans ambiguité, la localisation de récepteurs oz fonctionnels
directement sur des neurones des laminae profondes, n'ont pas été rapportés dans la
littérature. Nous faisons I'hypothese que les récepteurs oo responsables de
I'augmentation de fréquence des CPSIs dans un tiers des neurones des laminae III-IV
sont exprimés par les astrocytes des laminae V-VI.

L’acheminement de linformation des laminae profondes vers les laminae

superficielles et qui résulte en une augmentation de la transmission synaptique
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Figure 26. Schéma de syntheése illustrant les réseaux les plus probables impliqués dans les effets de
la NA sur la transmission synaptique inhibitrice dans les laminae IlI-IV
Vue synthétique des figures 22, 24 et 25.



inhibitrice dans les laminae III-IV peut en théorie se faire par lintermédiaire d'un
neurone ou d’un réseau neuronal (hypothese A, Figure 25), ou via un réseau de cellules
gliales (hypotheése B, Figure 25) impliquant des jonctions communicantes et/ou des

gliotransmetteurs (glutamate et/ou ATP).

En considérant les différentes hypotheses retenues dans les paragraphes
précédents nous avons représenté dans la figure 26, le réseau nerveux hypothétique
modulé par la NA et qui est responsable de 'augmentation de la transmission synaptique

inhibitrice dans les lamine I1I-IV.

Curieusement, le FC semble inhiber de fagon ciblée la transmission synaptique
inhibitrice dans les laminae III-IV. Cette diminution du recrutement de la transmission
synaptique inhibitrice des laminae III-IV par la NA ou la capsaicine est similaire a I'effet
d’'une section mécanique entre les laminae IV et V (c.f nos données pour la NA et
(Petitjean et al., 2012) pour leffet de la capsaicine). Il est tentant de spéculer qu'un
réseau glial dans lequel les cellules seraient interconnectées par des canaux jonctionnels
et/ou communiqueraient entre elles par des gliotransmetteurs (par exemple 'ATP)
pourrait étre impliqué dans la communication entre les laminae profondes et plus
superficielles de la CDME. Cette hypothése devra étre vérifiée dans des expériences
futures (voir perspectives). De maniére intéressante, des résultats préliminaires que
nous avons obtenus montrent que la carbénoxolone, un bloquant des connexines qui
entrent dans la composition des canaux jonctionnels, bloque compléetement les effets de
la NA et de la capsaicine sur la transmission synaptique inhibitrice dans les laminae III-
IV. Néanmoins, la carbénoxolone peut également bloquer les canaux pannexines qui
sont connus pour étre impliqués dans la libération d’ATP par les cellules gliales dans le
systéme nerveux central (Garré et al., 2010; Vroman et al., 2014). Quoi qu'il en soit, ces
résultats soulignent un réle important et obligatoire des cellules gliales dans les effets
de la NA et de la capsaicine dans la modulation de la transmission synaptique inhibitrice

dans les laminae III-1V.
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VIII. Relations entre les systémes noradrénergiques
et dopaminergiques spinaux

Dans la lamina II, 'activation des récepteurs D2 hyperpolarise les neurones par un
mécanisme impliquant une conductance potassique (Tamae et al., 2005). La DA inhibe
également I'émission de potentiels d’action évoqués par stimulation électrique des fibres
afférentes primaires enregistrés dans des neurones de la lamina II (Tamae et al., 2005;
Garcia-Ramirez et al., 2014). Ces effets sont similaires a ceux observés avec la clonidine
(agoniste des adrénocepteurs o) dans la lamina IT (North et Yoshimura, 1984; Sullivan
et al.,, 1987; Gassner et al., 2009).

Les fibres dopaminergiques en provenance de All projettent dans les mémes régions
(laminae ITI-IV) de la CDME que les fibres noradrénergiques (Fritschy et al., 1987;
Mouchet et al., 1992; Bruinstroop et al., 2012). Nos résultats préliminaires indiquent que
dans la CDME la DA appliquée de maniére exogene activerait des récepteurs de la NA
plutdt que des récepteurs de la DA pour moduler la transmission synaptique inhibitrice
dans les laminae III-IV. Dans I'encéphale, il a été montré que la DA peut moduler
I'activité neuronale via l'activation de récepteurs de la NA. Ainsi, dans le noyau
préoptique médian, la dopamine hyperpolarise une grande partie des neurones via
I'activation du récepteurs oy, et plus probablement, oz adrénergiques (Cornil et al.,
2002). Dans l'hypothalamus de souris, la dopamine inhibe les neurones par un
mécanisme dépendant des adrénocepteurs oz (Conductier et al., 2011). Les transporteurs
de la dopamine (DAT) ne sont exprimés, ni sur les fibres dopaminergiques présentes
dans la moelle épiniére, ni sur les neurones dopaminergiques de la région All (Barraud
et al., 2010; Koblinger et al., 2014), ce qui devrait faciliter une accumulation de la DA
dans le milieu extracellulaire et sa diffusion latérale. Ainsi nos résultats suggerent que
dans le contexte de la modulation de la transmission synaptique inhibitrice dans les
laminae III-1V, la DA pourrait activer des récepteurs de la NA.

A Theure actuelle, il est impossible de savoir si la DA libérée par les fibres
dopaminergiques diffuse latéralement (transmission volumique) jusqu'aux
adrénocepteurs voisins ou si la DA est colibérée avec la NA a partir des fibres

noradrénergiques.
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Conclusion

En conclusion, nous avons apporté des informations nouvelles sur la maniére dont
les controles descendants noradrénergiques contribuent a moduler le réseau nerveux de
la CDME pour exercer un role analgésique.

Nous avons vu que dans les laminae profondes, les effets de la NA impliquent les
adrénocepteurs oy, o2 et B. De plus, la NA ne semble moduler que la composante
inhibitrice de la transmission synaptique de la CDME et n’a apparemment pas d’effet sur
la transmission synaptique excitatrice. L’action principale de la NA semble donc étre une
facilitation des communications synaptiques inhibitrices au sein de la CDME. De
manieére intéressante, cette modulation fait appel a des interactions entre la glie et les
neurones situés dans les laminae les plus profondes de la corne dorsale (V-VI), un
phénomene qui n’a pas été décrit jusqu’a présent dans le cadre des effets de la NA dans
la CDME. Par conséquent, cette interaction glie-neurone pourrait également étre un
élément important dans les effets analgésiques de la NA au niveau spinal.

Nos travaux soulignent également 'importance des interactions inhibitrices entre les
laminae profondes et superficielles précédemment décrites dans notre équipe (Petitjean
et al., 2012, 2014). En effet, il a été observé que l'activation des afférences primaires
nociceptives exprimant le récepteur TRPVI, facilitaient l'augmentation de la
transmission inhibitrice notamment glycinergique dans les laminae III-IV et que ce
phénomeéne impliquait un relais essentiel dans la lamina V (Petitjean et al., 2012). De
plus, des expériences en cours semblent indiquer que cette remontée d’information
inhibitrice TRPVI-dépendante est également bloquée par le traitement au FC et
dépendrait donc de la glie. Nous pensons par conséquent qu’il est possible que
I'information inhibitrice remontant de la lamina V aux laminae III-IV implique d'une
maniere plus générale une composante gliale. Les conséquences fonctionnelles de la
stimulation des récepteurs TRPVI et des adrénocepteurs sont différentes, la capsaicine
provoquant des états hyperalgésiques mécaniques et thermiques alors que la NA induit
une analgésie. Mais dans les deux cas les cellules gliales semblent impliquées. Il pourrait
s’agir non pas d'un réseau, mais d'un ensemble de réseaux gliaux sélectivement mis en
jeu en fonction des voies d’entrées stimulées (ex : voie neuronale liée a I'activation des
afférences TRPVI-positives) ou du type de neuromodulateur concerné. Il reste a
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déterminer si ces réseaux peuvent interagir fonctionnellement et, le cas échéant, par
quels mécanismes.

Plus généralement, nos résultats confirment le réle important des laminae profondes
de la CDME dans l'intégration et la modulation des informations nociceptives et révelent
un réle important des cellules gliales dans les communications nerveuses et I'intégration

des informations somatosensorielles dans la CDME.

Perspectives

Les résultats que nous avons obtenus apportent de nouveaux éléments en ce qui
concerne le mode d’action de la NA sur les réseaux neuronaux et gliaux de la CDME.
Cependant, il reste un certain nombre de points a éclaircir. Nous allons ci-dessous en

présenter quelques-uns dans le cadre des perspectives qu’offre notre travail.

1. Role des récepteurs o, gliaux dans la
nociception

Pour déterminer si les récepteurs de type oz présents sur les astrocytes de la CDME
sont impliqués dans la nociception, nous envisageons une approche génétique
permettant d’inhiber sélectivement 'expression de récepteurs oz dans les astrocytes.
Une maniere d’obtenir ces animaux knock-down-oz consisterait en l'injection d'un
vecteur viral codant un siRNA pour un sous-type du récepteur oz donné (ooa, 0B ou oac)
sous le promoteur de la GFAP (Glial fibrillary acidic protein). Cette méthode présente
I'avantage d’étre plus rapide a mettre en place qu'un K.O classique et d’étre applicable
chez le rat. Une premieére cible serait les récepteur coa qui colocalisent avec la GFAP
dans la CDME (Xu et al., 2010b). Des tests comportementaux nociceptifs permettraient
de savoir dans quelle mesure ils contribuent a I'analgésie noradrénergique spinale en
condition basale (douleur aigué) ou dans des modeles de douleur inflammatoire ou
neuropathique (modeéle animal de douleur neuropathique : compression du nerf

sciatique, ou ligature du nerf sciatique).
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2.Transfert d’'informations des laminae profondes
aux laminae superficielles par un réseau glial

Un autre point concerne le passage d'informations des laminae V-VI vers les
laminae III-IV par I'intermédiaire d'un réseau glial. Des résultats préliminaires semblent
indiquer limplication d'une communication au sein d'un réseau glial car la
carbénoxolone, qui bloque les canaux jonctionnels, bloque également leffet de la
clonidine sur la transmission synaptique inhibitrice dans les laminae III-IV. Nous
sommes en train de mettre en place un poste d'imagerie du calcium sur tranches de
moelle épiniére qui devrait nous permettre de déterminer si des vagues de calcium
intracellulaire se propagent des laminae profondes vers les laminae III-IV au sein du
réseau glial suite a I'application locale d’agonistes de la NA dans les laminae profondes.
Le cas échéant, nous vérifierons si cette propagation dans le réseau glial est bloquée par
la carbénoxolone. Dans ces expériences, la propagation d’information dans les réseaux
de neurones sera bloquée en ajoutant de la TTX au milieu extracellulaire afin de
n'observer que les communications dans le réseau glial. Les astrocytes pourront étre
visualisés aprés une incubation des tranches avec de la sulforhodamine (Kafitz et al.,
2008), un marqueur fluorescent qui se fixe sur les astrocytes vivants. Alternativement
on pourrait étudier les changements de calcium intracellulaire sélectivement dans les
astrocytes par I'intermédiaire d’'une sonde calcium encodée génétiquement (Gcamp3) et

exprimée sous le promoteur de la GFAP (Shigetomi et al., 2013).

3. Identification des messagers impliqués dans la
communication glie-neurone

Nos résultats suggerent que le glutamate et/ou I'ATP pourraient servir de
gliotransmetteurs dans notre systéme pour assurer la communication glie-neurone suite
a la stimulation par les agonistes de la NA. L'utilisation de cocultures de neurones/glie
spinales (mises au point et utilisées en routine dans notre laboratoire) nous permettra
d’étudier dans des conditions d’approche pharmacologique idéales la libération d'un

gliotransmetteur par la glie et son action sur les neurones voisins (éléments détecteurs
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du gliotransmetteur libéré). Nous prévoyons également I'utilisation de cellules HEK 293
transfectées avec des récepteurs P2X2 de 'ATP qui nous servirons d’éléments de

détection de 'ATP (sniffer cell) de 'ATP.

4.Stimulation optogénétique des fibres
noradrénergiques

Une infection du LC avec un virus permettant l'expression de la
channelrhodopsine 2 sous le contréle du promoteur de la dopamine [-hydroxylase
permettrait une activation optique des fibres noradrénergiques sur des préparations in
vitro de moelle épiniére de rat. De telles expériences devraient idéalement reproduire
les résultats obtenus avec I'application de nortriptyline (bloquant de la recapture de la
NA) ou l'application exogéne d’agonistes de la NA. L’approche optogénétique nous
permettrait également de mieux caractériser la transmission noradrénergique en
enregistrant et en caractérisant pharmacologiquement les variations de potentiel de
membrane (PPSE, PPSI) induits par la stimulation optogénétique des fibres
noradrénergiques dans des neurones ou des cellules gliales de la CDME enregistrées en

configuration cellule entiére de la technique du patch-clamp.
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les transmissions synaptiques
dans la corne dorsale de la
moelle épiniére de rat

Résumé

La corne dorsale de la moelle épiniere (CDME) est un site d’intégration et de modulation de
I'information somatosensorielle. Les laminae profondes de la CDME jouent un rdéle important dans la
modulation des informations nociceptives.

Notre objectif a été de caractériser les effets de la NA sur la transmission synaptique des laminae
profondes de la CDME.

Nous montrons que la NA facilite la transmission synaptique inhibitrice dans les laminae Ill-V de la
CDME. Ce phénoméne met en jeu I'activation d’adrénocepteurs alpha1, alpha2, et béta et nécessite
une communication interlaminaire intacte entre les laminae Ill-IV et V. L’inhibition du métabolisme
glial produit les mémes effets qu’une section mécanique entre les laminae IV et V. Une interaction
entre les cellules gliales et les neurones des laminae profondes la CDME semble donc
indispensable a I'effet facilitateur de la NA.

Moelle épiniére, corne dorsale, noradrénaline, transmission synaptique, glie

Résumé en anglais

The dorsal horn of the spinal cord (DH) is an important site of integration and modulation of
somatosensory information and deep laminae of the DH play an important role in the modulation of
nociceptive information in the neuronal network of the spinal cord.

Our aim was to characterize the effects of NA on synaptic transmission in deep laminae of the DH.

We show that NA facilitates inhibitory synaptic transmission in laminae IlI-IV of the DH. This
phenomenon involves the activation of alpha1, alpha2, and beta adrenoceptors and requires intact
interlaminar communications between laminae Ill-IV and V. Glial cell metabolism inhibition has the
same consequences as a mechanical section between laminae IV and V. These results indicate that
an interaction between glial cell and deep laminae neurons of the DH seems essential for the
facilitatory effect of NA on inhibitory synaptic communications in laminae IlI-IV of the DH.

Spinal cord, dorsal horn, noradrenaline, synaptic transmission, glia




