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A. INTRODUCTION



|. DOULEURS TRIGEMINALES, LEURS PARTICULARITES

1. Douleurs, douleurs aigties, douleurs chroniques

Selon l'International Association for the Study of Pain (IASP), la douleur est : "une
expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liee a des Iésions tissulaires réelles ou
potentielles ou décrites en de tels termes". Cette définition montre a quel point la douleur est
un phénomene complexe revétant un aspect multidimensionnel (sensoriel, affectif et
emotionnel, cognitif et comportemental). En effet, trois systémes interdépendants concourent
a la perception douloureuse. Le systéme sensori-discriminatif informe [individu de
I'intensité, I'étendue, la localisation, la durée et la qualité du stimulus. Le systeme affectivo-
motivationnel centre l'attention de l'individu sur la douleur qui devient alors prioritaire sur
l'activité en cours, de par son caractere désagréable. D’autre part, il déclenche un
comportement de défense ou de fuite, indispensable a la survie de I'individu en mettant en jeu
des réflexes somatomoteurs et des réactions neurovégétatives. Enfin le systeme cognitif
interpréte la douleur en fonction du contexte, mais aussi de l'expérience passée, de

projections vers le futur et de I'éducation socioculturelle.

On distingue les douleurs aigués (physiologiques) et douleurs chroniques
(pathologiques). Contrairement a ce que I'on pourrait penser, I'abolition de la douleur ne
procure aucun avantage : les cas pathologiques d’insensibilité congénitale a la douleur sont
dramatiques et mettent la survie de ces patients en(@ésil et al., 2010; Indo, 2001)eur
environnement doit étre aménageé en permanence afin d’éviter bridlures, blessures, fractures.
La douleur aigué est donc physiologique. Elle résulte de I'activation des voies nociceptives
par une stimulation périphérique d’intensité suffisante, capable d’entrainer un dommage
tissulaire ou de menacer l'intégrité du corps. C’est un processus de protection. La douleur
aigle permet de prévenir une blessure en créant a la fois un réflexe de retrait du stimulus et
une sensation si désagréable qu’elle va entrainer une stratégie comportementale d’évitement a
un futur stimulus identique. Un autre processus important augmente cette fonction protectrice,
c’est la sensibilisation du systeme nociceptif, déclenchée a la suite d'une répétition du
stimulus ou d’'une stimulation particulierement intense. Elle correspond a une diminution du
seuil d’activation du systeme nociceptif et une augmentation de la réponse nociceptive. Ainsi,
une stimulation non douloureuse dans les conditions habituelles entraine une douleur
(allodynie) et la réponse a une stimulation douloureuse est augmentée (hyperalgésie). Ce

processus facilite la cicatrisation de la partie du corps endommagée (ex : coup de soleil,
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entorse). Cette hypersensibilité est persistante mais non permanente. Elle disparait une fois la
cause éliminée et la cicatrisation achevée. Il s'agit d’'un processus adaptatif, le systéme étant
en alerte pour éviter tous risques de nouvelle lésion tissulaire. Ceci est I'expression d’'une

plasticité du systéme nerveux périphérique ou central.

Cette fonction d’alarme et de protection peut subir des déréglements. Un excés de
nociception ou une lésion du systéme nerveux par exemple, peut entrainer des modifications
plus ou moins réversibles du systéme nociceptif. La douleur peut alors durer des mois, voire
des années ; on parle deuleur chronique. Elle se manifeste par des douleurs spontanées
et/ou provoquées (hyperalgie, allodynie). L'effet protecteur physiologique a fait place a un
état pathologique. La douleur n’est plus utile et elle devient méme délétére pour la qualité de
vie des patients.

2. Particularités des douleurs de la face

Les lésions du nerf trijumeau entrainent relativement rarement des douleurs
neuropathiques en comparaison au reste du corps (nerfs spinaux). En effet, I'incidence des
douleurs neuropathiques suite a un traitement endodontique (Campbell et al., 1990; Lobb et
al., 1996; Polycarpou et al., 2005), un traumatisme facial (Benoliel et al., 2005), une chirurgie
orthognatique (Cheung & Lo, 2002), une extraction dentaire (Berge, 2002; Carmichael &
McGowan, 1992; Robinson & Smith, 1996; Valmaseda-Castell6n et al., 2000) ou la pause
d’'un implant dentaire (Gregg, 2000) est relativement basse. Le systéme trigéminal apparait

comme « résistant » au développement des douleurs neuropathiques.

Par contre, lorsque les douleurs oro-faciales se développent, elles présentent des
caractéristiques bien particulieres, jamais observées dans d’autres parties du corps. L'algie
vasculaire de la face est une douleur unilatérale associée a des signes dysautonomiques. La
névralgie typique du trijumeau est caractérisée par le déclenchement d’'une douleur fulgurante
par le simple effleurement d’'une zone gachette. La migraine est une douleur pulsatile,
accompagnée de troubles sensoriels incitant le patient a s’isoler du monde (phonophobie,
photophobie). Ces douleurs sont souvent intenses, voire violentes, que ce soit la douleur
décrite comme « fulgurante » de la névralgie du trijumeau, celle pulsatile, intense, réveillant
la nuit, de la pulpite ou la douleur décrite comme étant «la pire douleur qu’il soit» ou

comme « douleur suicidaire » de I'algie vasculaire de la face.
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Enfin les douleurs persistantes de I'extrémité céphalique ont un retentissement
considérable sur des fonctions vitales telles que I'alimentation ou le sommeil, mais aussi sur
la communication de l'individu avec son environnement (phonation, audition, vision). Les
douleurs persistantes de cette zone sont tres souvent associées a un état de dépression et ont

un impact dévastateur sur la qualité de vie (Sessle & Hu, 1991).

3. Un exemple de douleur trigéminale : la migraine

La migraine est une céphalée dite primaire, sans lésion sous-jacente dont la prévalence
globale dans les pays occidentaux est de 6 a 8% chez les hommes et de 15 a 25 % chez les
femmes (Stewart & Lipton, 1995; Rasmussen, 2001). Environ 5% de la population souffre
d’au moins 18 jours de migraine par an. Et le caractére handicapant de ces crises de migraine
est illustré par la perte de productivité qu’elles causent, évaluée a environ 27 milliards d’euros
par an dans la communauté européenne (Andlin-Sobocki et al., 2005).

Les experts de I'International Headache Society publient en 1998 (mise a jour en
2004 : Headache Classification Subcommittee of the intesnat Headache Society, 2004)
des critéres diagnostiques homogenes de classification des céphalées reconnus par 'ensemble
de la communauté scientifique internationale. Les attaques de migraine sont caractérisées par
des céphalées d’'intensité modérée a sévere, unilatérales, pulsatiles, pouvant durer de 4 a 72
heures en I'absence de traitement. La céphalée migraineuse doit étre accompagnée de troubles
digestifs comme les nausées et les vomissements, et/ou de troubles sensoriels tels que la
photophobie et la phonophobie (migraine sans aura). Chez au moins 20% des patients, les
crises sont précédées par des symptdbmes neurologiques connus sous le nom daura
migraineuse qui durent environ 60 minutes (migraines avec aura). L'aura la plus fréquente est
d’origine visuelle, a laquelle peut s’ajouter des déficits moteurs et/ou de langage. La migraine
présente un caractere héréditaire dans environ 50% des cas, mais ce pourcentage peut étre
plus élevé chez les patients atteints de migraines avec aura. Cette composante héréditaire est
d’'origine poly-génétique et donc multifactorielle et constitue probablement un facteur
déterminant du seuil de migraine qui dépend a la fois de facteurs exogenes et endogeénes. |l
existe toute une variété de facteurs que les patients incriminent comme favorisant la survenue
ou augmentant la fréquence des crises. On retrouve le stress, I'anxiété, la période menstruelle,
la fatigue, le manque ou lI'excés de sommeil, les boissons alcoolisées, le chocolat, la
luminosité et la chaleur (Kelman, 2007). Néanmoins jusqu’a présent, il n’y a pas eu d’études

concluantes montrant le niveau de participation des facteurs environnementaux dans la genese
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du syndrome migraineux. Les facteurs hormonaux semblent jouer un réle important en tant
gue déclencheur endogéne des migraines du fait de leur prédominance chez les femmes et de
la survenue fréquente des crises de migraine en début de période menstruelle (Johannes,
1995). Le diagnostic est basé sur l'interrogatoire et la normalité de I'examen clinique. Le
traitement de la crise vise a soulager la céphalée et repose sur les anti-inflammatoires non
stéroidiens et les antimigraineux spécifiques tels que les triptans. Un traitement de fond est
proposé en cas de crises fréquentes. Les structures cérébrales et les mécanismes a l'origine de

ce syndrome demeurent encore largement mal connus.

D’énormes progres ont été realisés au cours de ces dernieres années dans la
connaissance des mécanismes cellulaires et moléculaires de la douleur (Scholz & Woolf,
2007). Pourtant les douleurs comme la migraine restent un probléeme majeur de santé
publique. Les traitements disponibles a ce jour ne sont que partiellement efficaces et peuvent
étre associés a des effets secondaires importants. Il est donc crucial de trouver de nouveaux
médicaments. La découverte de nouvelles cibles thérapeutiques passe par I'amélioration de
nos connaissances sur les mécanismes de la douleur.

Il y a bien entendu de nhombreux points communs entre les physiologies de la douleur
au niveau de la téte et du reste du corps. Cependant, I'analyse clinique ci-dessus suggere des
différences notoires entre ces deux systéemes. De méme, le nerf trjumeau (V) posséde a
premiére vue des fonctions identigues a celles des nerfs spinaux, en transmettant les
informations sensorielles douloureuses ou non, mécaniques, chimigues ou thermiques, vers le
cerveau. En reéalité, I'organisation d’éléments périphériques et centraux peut étre totalement
différente dans le nerf trigéminal et les nerfs spinaux. La connaissance des spécificités du
systéme nociceptif trigéminal est donc indispensable a 'amélioration de la prise en charge des
douleurs oro-faciales chroniques et des migraines.

Le systeme trigéminal recoit I'information sensorielle d’afférences primaires innervant
la peau, les muqueuses, les tissus profonds (muscles et articulations) de la téte et les méninges
qui répondent spécifiquement a des stimuli douloureux ou non. Ces afférences se terminent
dans le complexe sensitif du trijumeau ou elles se distribuent en fonction de la région qu’elles
innervent et de leur modalité. Cette information est traitée notamment dans le sous-noyau
caudal — dont la structure est similaire a celle de la corne dorsale de la moelle — par un réseau
neuronal complexe associant interneurones excitateurs et inhibiteurs puis transmise aux
neurones de projection qui la relaient vers diverses régions du cerveau. En retour, des
afférences descendantes du cerveau modulent le passage du message sensoriel au niveau

trigéminal. La balance entre excitation et inhibition, dans la corne dorsale de la moelle comme
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dans le sous-noyau caudal, est cruciale pour garantir une fonction sensorielle normale. Il est
clair gu’'une diminution de cette inhibition contribue a la manifestation de symptémes tels que
I'hyperalgie et I'allodynie. Mais quel est le véritable réle de I'inhibition dans le traitement de
I'information sensorielle dans le sous-noyau caudal (comme la corne dorsale de la moelle) ?
Cette question est restée au centre de beaucoup de discussions depuis la proposition du « gate
control » par Melzack et Wall (1965).

Dans cette premiére partie nous ferons une breve revue (1) de I'anatomie du systéme
trigéminal sensitif, (2) de I'organisation de sous-noyau caudal, (3) du réle de la désinhibition
dans la genese des manifestations cliniques de la douleur chronique, et (4) de la

physiopathologie de la migraine.

[I. ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE DU SYSTEME TRIGEMINAL

Le trijumeau ou V" nerf cranien est un nerf mixte dont le rle essentiel est d’assurer
la sensibilité de la face et des méninges ainsi que la fonction de manducation. Les fonctions
somesthésiques de la sphére oro-faciale sont particulierement développées. La cavité buccale
est 'organe somesthésique le plus important chez le jeune enfant. Elle reste importante chez
I'adulte, comme le montre I'étendue de la représentation corticale des zones buccales et
péribuccales, similaire a celle des mains (Kaas, 1996). La bouche constitue non seulement
I'extrémité supérieure du tube digestif, impliquée dans la saisie des aliments, la succion, la
mastication, la déglutition, mais aussi une interface avec I'appareil respiratoire et un moyen
de communication. Ces taches complexes auxquelles participe la bouche, que I'on regroupe
sous le terme de manducation, nécessitent un appareil sensitivo-sensoriel particulierement

développé.
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1. Systéme nerveux trigéminal périphérique
1.1. Territoires d’innervation

Le nerf trijumeau émerge du tronc cérébral au niveau de la protubérance annulaire par
deux racines, une racine sensitive, volumineuse et une racine motrice gréle, innervant les
muscles masticateurs, le muscle du marteau et le muscle tenseur du voile.

La racine sensitive est constituée de 3 branches (figure 1) :

- Le nerf ophtalmique oW1 qui par plusieurs branches innerve un territoire
cutané qui comprend la partie antérieure de la région temporale, le front, les paupieres
supérieures, et le dos du nez, ainsi qu’un territoire mugueux comportant les fosses nasales, les
sinus éthmoidal et frontal. D’autre part, il assure l'innervation sensitive de la cornée et des
meéninges.

- Le nerf maxillaire o2 assure I'innervation sensitive de la partie moyenne de
la face. Le nerf infra-orbitaire innerve la paupiére inférieure, I'aile du nez, la levre supérieure
et la joue. Le nerf alvéolaire supérieur innerve les dents et le vestibule maxillaires. Le nerf
ptérygopalatin innerve les muqueuses de I'amygdale, du voile du palais, de la volte palatine
ainsi que celles des sinus maxillaires et des fosses nasales.

- Le nerf mandibulaire ouv3 assure linnervation sensitive du territoire
mandibulaire. Il innerve a la fois une région cutanée temporale, jugale, labiale et mentonniére,
la partie antérieure du pavillon de l'oreille et le conduit auditif externe, mais aussi une région
muqueuse linguale (2/3 antérieur), labiale et vestibulaire mandibulaire. Il innerve aussi les

dents mandibulaires et les articulations temporo-mandibulaires.

D’autres nerfs contribuent a I'innervation sensitive de la téte et du cou. Le plexus
cervical supérieur (C2) assure la sensibilité du cou, de la partie postérieure du crane et de
I'angle de la mandibule. Les nerfs facial (VIl), glossopharyngien (I1X) et vague (X) innervent
la région cutanée autour du conduit auditif externe. Le VII innerve aussi les 2/3 antérieurs de
la langue. Le IX assure aussi I'innervation du 1/3 postérieur de la langue et le pharynx. Le X

innerve le larynx, une partie du pharynx et I'épiglotte.
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Figure 1 : Territoires cutanés innervés par le nerf trijumeau.

Schémas illustrant (a) chez 'homme et (b) chez le rat les territoires cutanés innervés par les trois
branches sensitives du nerf trijumeau (V1 nerf ophtalmique; V2 nerf maxilaire et V3 nerf
mandibulaire). (D’'aprés Kandel et Schwart, 1985 et Waite et Tracey, 1995).

1.2. Les fibres afférentes primaires

Les afférences primaires peuvent étre classées selon leur origine périphérique
(cutanée, musculaire, articulaire ou viscérale), vitesse de conduction (fonction de leur
diamétre et degré de myélinisation), modalité sensorielle et phénotype neurochimique
(expression de peptides).

Les fibresafférentes primaires de typ®B, possédent une gaine de myeéline épaisse
(diamétre 6 & 2Qum) et conduisent rapidement l'influx nerveux (30 & B0s® chez
'’homme). Elles codent et transmettent les informations tactiles et proprioceptives
(Koltzenburg & Scadding, 2001)es fibres A d’origine cutanée sont connectées a plusieurs
types de récepteurs histologiquement bien différenciés, chacun spécifique d'une modalité
tactile. Elles véhiculent schématiquement trois types de sensibilités : a la pression, a la
vibration et au frottement (Iggo & Andres, 1982).

Les fibres afférentes primaires de plus petit diametrgé é& C) véhiculent, les
informations nociceptives et thermiques, le prurit et méme la sensibilité a la pression non
douloureuse (Koltzenburg & Scadding, 20(Hles sont connectées a des terminaisons libres.
Les fibresAd, possedent une fine gaine de myéline (diameétrg piy) et conduisent l'influx
nerveux a une vitesse de 4-30 ™chez I'homme. Elles ont une fréquence de décharge
supérieure a celle des fibres C et permettent une meilleure discrimination des différentes

modalités nociceptives (Slugg et al., 2000). Les fibtesie possedent pas de gaine de

16



myéline (diamétre : 0,3-1,/8m) et, en conséquence, ont une vitesse de conduction plus lente
que les précédentes (0,4-2,0 M.s

En fait, il existe plusieurs types de fibres afféesnprimaires de typ€, en fonction
de leur modalité. Il existe ainsi, en plus des fibres C répondant aux stimuli mécaniques et
thermiques douloureux, des fibres spécifiguement sensibles a I'histamine ; elles seraient a
I'origine de la sensation de démangeaison (Schmelz, 2001; Schmelz et al., 1997; Andrew &
Craig, 2001). D’ailleurs, ces deux types de fibres C, celles véhiculant la douleur et celles
transmettant la sensation de démangeaison, interagissent entre elles au niveau de la corne
dorsale : les premiéres inhibant la transmission des secondes (Liu et al., 2010; Lagerstrom et
al., 2010). D’autres afférences primaires de type C véhiculent des informations tactiles
agréables (Loken et al., 2009). Leur mise en jeu n’intervient pas dans la sensibilité tactile
épicritique et n'active pas le cortex somato-sensoriel mais plutdt les régions limbiques (Craig,
2003). Leur activation provoque une sensation agréable et pourrait expliquer les réponses
hormonales et émotionnelles aux caresses (Olausson et al., 2003; Wessberg et al., 2003;
McGlone et al., 2007). Enfin, certaines afférences primaires de type C ne sont actives que
dans des conditions pathologiques (inflammation tissulaire) et sont donc normalement
silencieuses (Lynn, 1991; R. Schmidt et al., 19B8%s représentent 10 a 20% de I'ensemble
des fibres C (Cervero, 1994).

On peut aussi distinguer différents types de fibres afférentes primaires de type C en
fonction de leurs caractéristiques moléculaires (Snider & McMahon, 1998). Il existe ainsi
principalement deux sous-populations de fibres C nociceptives. Les premiéres, dites
« peptidergiques », synthétisent et utilisent comme neurotransmetteur des peptides,
notamment la substance P (SP) etc#dcitonin gene related peptideCGRP). Elles sont
sensibles au facteur de croissane&ve growth factor(NGF) dont elles expriment le
récepteur tyrosine-kinase spécifique (TrkA). Enfin, elles portent le réceptmusient
receptor potential vanilloide ITRPV1) sensible a des températures supérieures a 42°C
(Caterina et al., 1997). Ce sont ces fibres qui sont a l'origine de l'inflammation neurogene.
Les secondes, dites « non peptidergiques » — car elles n’expriment pas de neuropeptide — sont
définies par la présence a leur surface du récepteur pour lisolectine B4. Elles portent
également la sous unité P2X3 du récepteur ionotropique de I'ATP et le récepteur tyrosine-
kinase, TrkB, spécifique dglial derived neurotrophic facto(GDNF). A ces deux sous-
populations s’est ajoutée récemment une troisieme. Ces derniéeres fibres afférentes primaires
de type C expriment spécifiquement le transporteur vésiculaire de type 3 (vesicular glutamate
transporter 3 ou VGLUTS3 ; (Seal et al., 2009) et représentent vraisemblablement les fibres qui

véhiculent le toucher agréable (voir ci-dessus).
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1.3. Les fibres afférentes primaires d’origine méningée

Deux types d’afférences primaires méningée$,eAC, ont pu étre identifiés sur la
base des délais des réponses enregistrées aussi bien dans le ganglion de Gasser (Strassman
et al., 1996) gu’au niveau du tronc cérébral (Schepelmann et al., 1999; Burstein et al.,
1998; Levy & Strassman, 2002; Panteleev et al., 2005). Ainsi, la réponse des neurones
trigéminaux a une stimulation électrigue des méninges présente le plus souvent deux
composantes, correspondant a des fibres ayant des vitesses de conduction dans les gammes
AS (Burstein et al., 1998: > 2,0 rit:sPanteleev et al., 2005: 1,5-3,5 M).st C (Burstein
et al., 1998: 0,5-2,0 m's Panteleev et al., 2005: 0,5-1 ).sCependant, plusieurs
auteurs ont aussi noté I'existence de fibres afférentes méningées beaucoup plus rapides
(Strassman et al., 1996: 11,6 + 4,1 nkevy & Strassman, 2002: >5 rif)set de gros
diametre (Strassman et al., 2004) qui les font classer a la limite supérieurg etem@me
AB.
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2. Le complexe sensitif du trjumeau

2.1. Organisation et afférences primaires

Le premier relais synaptiqgue des informations somesthésiques oro-faciales et des
meéninges (douleur, température, proprioception et tact) se situe au niveau du complexe
sensitif du trijumeau. Ce complexe s’étend a travers le tronc cérébral des premiers segments
cervicaux jusqu’a la limite caudale du mésencéphale. Il comporte deux noyaux : rostralement
le noyau principal (plus spécifiquement dédié aux messages non nociceptifs) et caudalement
le noyau spinal. Ce dernier est lui méme subdivisé en trois sous-noyaux qui sont dans le sens
rostro-caudal : le sous-noyau oral (Sp50), le sous-noyau interpolaire et le sous-noyau caudal
(Sp5C) (Figure 2).

Des leur entrée dans le tronc cérébral, la majale® fibres afférentes primaires se
divise en deux collatérales, 'une ascendante vers le noyau principal et 'autre descendante,
qui abandonne au cours de son trajet de nombreuses collatérales dans les différents sous-
noyaux du noyau spinal du complexe sensitif du V. Les afférences primaires ont des
projections différentes en fonction de leur modalité et des tissus qu’elles innervent. Parmi les
fibres de gros diametre, les afférences cutanées (fifiese\projettent sur I'ensemble du
complexe sensitif du trijumeau alors que les afférences musculaires ou articulaires (groupes |
et Il) — dont le corps cellulaire est au niveau du ganglion mésencéphalique — se projettent
essentiellement au niveau du noyau principal et du sous-noyau oral (Shigenaga et al., 1988;
Capra & Wax, 1989). Les fibres myélinisées de petit diamétre d’origine cutanées {jlme A
projettent sur les trois sous-noyaux du noyau spinal alors que celles qui proviennent des tissus
profonds (groupe lll) ne se projettent qu'au niveau du Sp5C. Enfin, quelle que soit leur
origine, les fibres non myélinisées (C) se projettent exclusivement au niveau Sp5C (Nishimori
et al., 1986) (Figure 2). En plus des afférences du V, le complexe sensitif du V recoit des

afférences d’autres nerfs craniens (VII, IX et X), ainsi que des nerfs cervicaux supérieurs.
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Figure 2 : Organisation du complexe sensitif du trijumeau et ses connexions.
Les fleches rouges illustrent les voies ascendantes issues du complexe sensitif du trijumeau ou du thalamus,
et les fleches vertes les voies descendantes issues du cortex. A: fibres A; C: fibres C; V1: nerf

ophtalmique ; V2 : nerf maxillaire ; V3 : nerf mandibulaire (D’aprés Dallel, 2003).

2.2. ROle fonctionnel

On considere laoyau principal et lesous-noyau interpolairecomme les relais de la
sensibilité tactile discriminative et de la proprioceptionSp&C et leSp50 sont les relais de

la nociception.

En effet, chez les patients qui souffrent d’une Iésion bulbaire détruisant le noyau
spinal tout en épargnant la partie rostrale du complexe trigéminal, il existe une réduction ou
une perte de sensibilité thermique et algique alors que la sensibilité tactile est préservée
(Gérard, 1923). De plus, chez ’'homme comme chez l'animal, la section chirurgicale de la
racine descendante du trijumeau entraine la déafférentation du seul Sp5C (tractotomie a
'obex) et produit une anesthésie thermo-algique du c6té |ésé sans modification de la
sensibilité tactile (Gérard, 1923).

Cependant, les patients souffrant de douleurs de la cavité buccale ne sont pas soulagés
apres une telle tractotomie. Seules des sections plus rostrales ou la destruction du Sp50 sont
efficaces (Graham et al., 1988). Ces informations suggerent que le Sp50 est également
impliqué dans l'intégration et la transmission des messages douloureux issus de la région
orale. Il a effectivement été montré par la suite chez le rat qu’'une tractotomie de I'obex
n'abolit ni les comportements algiques oraux (Pajot et al., 2000; Dallel et al., 1989), ni la

réponse des neurones du thalamus ventrobasal a la stimulation douloureuse oro-faciale
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(Raboisson et al., 1989). Par ailleurs, il a été mis en évidence dans le Sp50 (comme dans le
Sp5C) deux types de neurones nociceptifs (spécifigues et non spécifiques). Les neurones
nociceptifs non spécifiques représentent la grande majorité des neurones de ce sous-noyadu. lls
peuvent étre activés par des stimulations non-douloureuses tactiles et nociceptives d’origine
mécanique, thermique, chimique ou électrique de la région orale ou péri-orale. lls répondent
d’abord a la mise en jeu des fibres myélinisées de type A et pour des intensités de stimulation
plus importantes a celles des fibres amyéliniques C. lls codent de fagcon remarquable
l'intensité des stimulations électriques ou mécaniques (Dallel et al., 1999). De plus, leurs
réponses sont facilitées par l'inflammation (Hu et al., 1992), une désafférentation (Hu et al.,
1999) ou encore lors du phénomene de windup (Dallel et al., 1999). Le windup est un modéle
simple de sensibilisation centrale dans lequel la stimulation électrique répétitive a faible
frequence des afférences primaires de type C provoque une augmentation progressive des
réponses des neurones nociceptifs centraux. Les propriétés des neurones a convergence du
Sp50 sont trés similaires a celles des neurones de la couche V de la corne dorsale de la
moelle épiniere (Besson & Chaouch, 1987). Il en résulte que ce sous-noyau peut étre

considéré comme un équivalent fonctionnel d’'une couche V spinale (Dallel et al., 1998).

2.3. Communication intratrigéminale

Il existe des connections intratrigéminales ascendantes et descendantes faisant
communiquer entre eux les différents noyaux du complexe. Les connexions ascendantes entre
Sp5C et Sp50 sont les mieux connues. Le blocage par le froid du Sp5C ou la tractotomie au
niveau de l'obex inhibe les réponses des neurones non nociceptifs du Sp50 (Sessle &
Greenwood, 1976), alors qu’'une micro-injection de strychnine dans le Sp5C provoque plutot
une facilitation des réponses des neurones non nociceptifs du Sp50 (Khayyat et al., 1975).
Ces données suggerent que le Sp5C exerce un effet facilitateur tonique sur les neurones non
nociceptifs du Sp50. De plus la micro-injection de morphine dans le Sp5C déprime de
maniére naloxone réversible les réponses des neurones a convergence Sp50 lié a I'activation
des fibres C (Dallel et al., 1998). Ceci suggére que le Sp5C sert de relais pour les
informations véhiculées par les fibres C. Le Sp50 recoit donc directement des messages
nociceptifs dus a la mise en jeu des fibrésefindirectement des messages dus a la mise en
jeu des fibres C via des interneurones des couches superficielles du Sp5C (Woda et al., 2004;
Coste et al., 2008). En effet, une tractotomie a I'obex n’a pas ou peu d’effet sur la réponse a

une stimulation nociceptive, orale ou péri-orale, qui recrute des fibres afférentes primaires de
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type A5, comme la stimulation de la pulpe dentaire, mais@atraire supprime celle die a
une stimulation qui recrute des fibres afférentes primaires de type C, comme le test au formol
(Pajot et al., 2000; Dallel et al., 1989)

On n'observe pas de telle redondance de la nociception au niveau spinal. Sa

signification n’est pas encore connue.

Ganglion de Sp50

Gasser

Sp5l

Sp5C

WDR

VI

Figure 3 : Communication intratrigéminale : organisation du sous-noyau spinal.
Sp5C : sous-noyau caudal ; Sp5l : sous-noyau interpolaire ; Sp50 : sous-noyau oral ; NS : neurone nociceptif

spécifique ; WDR : neurone « wide dynamic range »

3. Particularités du systéme trigéminal

Le trijumeau innerve une grandeversité de tissus spécialisédl assure I'innervation
de tissus aussi différents que la peau, les muqueuses, les méninges, la pulpe dentaire, les
articulations temporo-mandibulaires (Figure 4). Certains de ces tissus comme la pulpe
dentaire, la cornée ou la dure-mére ne possédent pas de fibre afférente d& sipeessont
en général capables de provoquer qu’une sensation de douleur suite a tous types de
stimulations, nociceptives ou non (Feindel et al.,, 1960; Kenshalo, 1960; Beuerman &

Tanelian, 1979; Trowbridge et al., 1980). Les afférences sensorielles innervant les muqueuses
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oculaires, nasales et orales sont tres sensibles aux agents chimiques volatiles (Cometto-Mufiz
& Cain, 1995). La cornée est le tissu le plus innervé du corps (Rézsa & Beuerman, 1982) et le
seul dans lequel les fibres nerveuses pénetrent les couches épithéliales externes (Miller et al.,
1996). Elle peut ainsi détecter d’'infimes variations de température et d’humidité ou un corps
étranger a la surface de I'oeil. De plus, le trijumeau innerve cette partie unique de notre corps
qui comporte les récepteurs sensoriels ultra-spécialisés de nos cing sens. Il innerve, de
maniere spécialisée, des récepteurs sensoriels telles que les papilles gustatives, la mugqueuse

nasale.

Figure 4 : Diversité des tissus cranio-faciaux innervés par le nerf trijumeau.
(d’apres Bereiter, 2008).

La proportion de fibres afférentes primaires de type A et C au niveau trigéminal est
différente de celle des autres nerfs sensitifs. film®s C ne représentent qu&0% des
afférences trigéminales (Lazarov, 2002), alors qu’elles représentent 70% des afférences
spinales (Millan, 1999). De méme, la proportion des fibres sympathiques semble bien
moindre dans le nerf trijumeau que dans les nerfs spinaux (Hoffmann & Matthews, 1990).
Cela pourrait expliquer I'incidence moindre de syndromes douloureux régionaux complexes
au niveau cranio-facial que dans les autres parties du corps (Matthews, 1989).

Les corps cellulaires des afférences primaires somato-sensorielles trigéminales sont

situés dans le ganglion de Gasser. Par contre les corps cellulaires des fibres proprioceptives de
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gros diamétre, musculaires et articulaires, sont situés dans le noyau mésencéphalique. Les
prolongements centraux des fibres trigéminales constituent la racine du V. Alors que les
ganglions de la moelle ne présentent aucune organisation apparersematetopieexiste a

la fois dans le ganglion de Gasser et dans la racine sensitive avec la division mandibulaire en
position dorsale, la division ophtalmique en position ventrale et la division maxillaire entre
les deux (Aigner et al., 2000; Arvidsson et al., 1992; Marfurt, 1981).

Le Sp5C est donc un lieu de grande convergence pour des afférences de différents
tissus, régions anatomiques et modalités. Cela signifie qu’'un méme neurone peut étre activé
indifferemment par des stimuli appliqués sur des tissus éloignés les uns des autres tels que la
peau, les muqueuses, la pulpe dentaire, les articulations temporo-mandibulaires, les muscles
ou les méninges. Selon une étude de Sessle (Sessle et al., 1993), 70% des neurones enregistrés
dans le Sp5C ont un champ récepteur cutané pur, 20% ont a la fois des champs récepteurs
cutanés et profonds et seulement 10% ont un champ récepteur profond. Donc la majorité des
neurones dits « profonds » ont aussi un champ récepteur cutané. De plus, I'activation
d’afférences nociceptives profondes est capable dinduire une expansion des champs
récepteurs a la fois profonds et cutanés (Yu et al.,, 1993). Ainsi les douleurs des tissus
profonds sont souvent ressenties et décrites par les patients au niveau cutané. On comprend
alors la difficulté de localiser une douleur céphalique chez ces patients. La fréquence de
survenue de douleurs référées pour la plupart des odontalgies et céphalées peut constituer un
véritable piege diagnostique. Le Sp5C recoit également un contingent de fibres des racines
sensitives de C1 a C3 (responsables entre autres de l'innervation des muscles de la nuque).
Cette interaction anatomique du Sp5C et de la moelle cervicale expliquerait la projection de
douleurs d’origine cervicale au niveau de la face ou celle de douleurs d’origine dentaire vers
le cou et la face. Le Sp5C recoit aussi des afférences du nerf vague. Cette relation trés
particuliere avec le systeme nerveux autonome et notamment l'influx parasympathique
contribue a la symptomatologie de certaines douleurs cranio-faciales telles que les algies
vasculaires de la face par exemple (Edvinsson & Uddman, 2005). Une stimulation
expérimentale douloureuse des tissus cranio-faciaux chez I'homme entraine une
vasodilatation a long terme des régions oro-faciales (Izumi, 1999), ce qui n’est observé dans
aucune autre partie du corps. Ceci suggeére I'existence de mécanismes réflexes vasodilatateurs
spécifiguement trigéminaux. De plus, contrairement a la moelle ou presque tous les nerfs
sensitifs ont un premier relais dans la corne dorsale ou dans les noyaux de la colonne dorsale,
de nombreuses afférences trigéminales, notamment celles de la branche mandibulaire, se

projettent directement sur des noyaux du tronc cérébral contrblant les influx autonomiques
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comme le noyau du faisceau solitaire et le complexe parabrachial (Marfurt & Rajchert, 1991;
Panneton et al., 1994; Panneton, 1991).

On note aussi des différences de réponses face a une lésion tissulaire. Certains
neurones peptidergiques trigéminaux peuvent subir des changements morphologiques tels que
le « sprouting » a la suite d’une Iésion inflammatoire (Byers & Narhi, 1999). Ce phénomene
n'est pas observé pour les fibres sympathiques trigéminales contrairement aux fibres
sympathiques spinales (Bongenhielm et al., 1999; Benoliel et al., 2001). A la suite d’'une
axotomie, l'activité ectopique apparait beaucoup plus importante au niveau spinal qu’au
niveau trigéminal (Tal & Devor, 1992). Ainsi la fréquence et la rythmicité des décharges
spontanées sont significativement plus importantes au niveau des premiers qu’au niveau des
seconds, pour les fibres myélinisées comme non myélinisées. Ceci pourrait expliquer, en
partie, la résistance de la région céphalique a développer des douleurs neuropathiques suite a
une lésion nerveuse.

Les neurones du trijumeau pourraient enfin étre spécifiquement sensibles aux
oestrogenes. En effet, les oestrogenes paraissent altérer la transcription de génes
sélectivement dans les neurones du trijumeau, provoquant notamment une augmentation de
I'expression de neuropeptides, comme la prolactine, qui sensibilisent les réponses neuronales
a la capsaicine ou au chaud nociceptif (Diogenes et al., 2006). Chez des rats femelles
ovariectomisées, I'hyperalgésie provoquée par une injection sous-cutanée de formol est
significativement plus importante si cette injection est pratiquée au niveau de la face,
comparée a la méme injection au niveau de la patte postérieure (Pajot et al., 2003). Cette
hypersensibilité spécifique de la face serait liee a une surexpression des récepteurs
oestrogéniques dans le Sp5C suite a I'ovariectomie. Ainsi un manque d’hormones ovariennes
induirait une augmentation site-spécifique de la sensibilité & une stimulation nociceptive. Ces
résultats suggerent donc que la sensibilité a la douleur au niveau céphalique est
spécifiguement modulée par les oestrogenes. Ceci pourrait en partie expliquer la différence de
prévalence, en fonction du sexe, observée pour la plupart des douleurs chroniques de la face
(migraine 2 a 4 femmes pour 1 homme (Stewart et al., 1992; Steiner et al., 2003);
stomatodynie 3 a 20 femmes pour 1 homme (Gorsky et al., 1991; Lamey & Lewis, 1989;
Tammiala-Salonen et al.,, 1993). Cependant, la présence comme l'absence d’oestrogénes
semblent augmenter la sensibilité a la douleur céphalique. Ainsi la prévalence de la migraine
et des dysfonctions temporo-mandibulaires est beaucoup plus importante chez la femme en
période pubertaire que chez la femme ménopausée ou prépubertaire (Stewart et al., 1992;
Steiner et al., 2003; Gongcalves et al., 2010). Par contre la plupart des patientes qui présentent

une stomatodynie sont ménopausées ou en cours de ménopause (Gorsky et al., 1991).
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[ll. LE SOUS-NOYAU CAUDAL

Seul, dans le systeme sensitif trigéminal, le sous-noyau Sp5C recoit 'ensemble des
fibres afférentes primaires, de typeB,Md et C. Comme la corne dorsale de la moelle, le
Sp5C présente unstructure laminaire, ses cing couches étant identiqgues aux couches les
plus superficielles, |1 a V, de la corne dorsale de la moelle épiniére. Les terminaisons des
fibres afférentes primaires épousent cette structure laminaire : les fibres fines (de Bfpe A
C), incluant la majorité des afférences nociceptives, se terminent dans les couches les plus
superficielles (I-11), tandis que celles de gros diameétre, qui transmettent I'information tactile,
se terminent dans les couches plus profondes (llI-V). Plus récemment, il a été montré, que la
corne dorsale présente aussi streicture modulaire (Lu & Perl, 2005). En effet, il a été
noté une répétition de connexions excitatrices entre des neurones spécifiques de différentes
couches et recevant des afférences primaires de différents types. La corne dorsale serait ainsi
constituée de la juxtaposition de modules, comme d’autres régions du cerveau (Lorente de
No, 1938; Mountcastle, 1957; Leise, 1990). Ces modules serviraient une fonction commune :
combiner des informations de modalités différentes provenant d’'une méme région du corps et
transmettre aux neurones de projection de la couche I, et donc au cerveau, une synthése du
traitement de ces différentes informations.

Nous présenterons donc essentiellement des résultats obtenus dans la corne dorsale de
la moelle, ou la plupart des travaux ont été effectués. Cette description sera centrée
essentiellement sur les couches I-1ll de Rexed (Rexed, 1952). D’'une part, cette région inclut
la zone de terminaison majeure des afférences primaires nociceptives (I-11) et I'origine de I'un
des deux faisceaux majeurs (couche 1) de projection de la nociception de la corne dorsale vers
le cerveau. D’autre part, elle est vraisemblablement directement impliquée dans la
physiopathologie des manifestations cliniques des douleurs chroniques comme I'hyperalgie et

I'allodynie.
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1. Cytoarchitecture du Sp5C

Rexed a divisé les cornes dorsales en six couches paralléles selon la taille, la
morphologie et la densité des neurones (Figure 5). Etabli initialement chez le chat (Rexed,
1952), ce schéma d’organisation a été étendu a d’autres especes (rat, singe, homme). Les
couches I-1l sont souvent appelées couches superficielles et les couches IlI-VI, couches
profondes. Le Sp5C ne présente que les cing premiéres de ces couches.

La couche | ou couche marginale, tres fine, présente une trés faible densité de cellules
(Figure5). Sur des coupes colorées, on voit quelques rares gros neurones (neurones de
projection) au milieu de vastes plages de petits neurones (interneurones). Les neurones de
projection de la couche | forment une des voies efférentes principales de la corne
dorsale/Sp5C.

La couche Il est aussi nhommeée substance gélatineuse car l'absence de fibres
myélinisées lui donne un aspect translucide sur des coupes non colorées (Ribeiro-da-Silva
2003). Sur des coupes colorées, elle apparait plus dense que la couche |, avec des cellules de
taille relativement petite mais homogene. Tous ces neurones sont des interneurones. Cette
couche Il peut étre divisée en une partie extergedtlune partie interne (J) en fonction de
la densité cellulaire, plus grande dans la premiere que dans la seconde. Enfin, la partie
ventrale de cette coucheg ¢bntient des interneurones qui concentrent spécifiquement la sous-
unitéy de la protéine kinase C (PKJC nommeés par la suite neurones R®lalmberg et al.,

1997).

La couche Ill comporte égalementine forte densité de neurones mais ils ont urle tail
plus importante que ceux de la couche Il. Les couches IV a VI sont beaucoup moins denses et
plus hétérogenes, avec des neurones de tailles variées. La plupart de ces neurones sont des
interneurones. Ces couches profondes (IlI-VI pour la corne dorsale ; 1lI-V pour le Sp5C)
contiennent aussi des neurones de projection mais dispersés. Ces neurones forment la seconde
voie efférente de la corne dorsale/Sp5C (Koltzenburg & Scadding,.2001)

Il est important de souligner ici que les interneurones forment la trées grande majorité

(>95%) des neurones de la corne dorsale/Sp5C (Spike et al., 2003).
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Figure 5 : Couches de Rexed au niveau C4 de la m@eéipiniére d’'un rat adulte.
(a) et (b) Coupes microscopiques desd d’épaisseur, colorées au bleu de toluidine comme décrit par Rexed
(1952) (a) représente I'ensemble de 'organisation laminaire de la corne dditsalea couche I montre une
faible densité de cellules, alors que la couche Il exterges@lidémarque par un amas de petits neurones, qui la
différencie de la couche Il interne (Ili). Les couchesel Il ont de nombreux petits neurones de taille
relativement uniforme. La présence de quelques neurones légérement plus larges sépare la couche Ili de la
couche lll, alors que la couche IV se distingue facilement de la couche Il par une plus faible densité de cellules
et la présence de quelques larges neurqegseprésente une coupe microscopique pen 2'épaisseur de
section transversale de corne dorsale de rat au niveau de C4, colorée au bleu de tolluidine et Azur Il, pour
montrer que les couches de Rexed peuvent étre identifiées sur coupes et peuvent étre utilisées comme référence

2. Terminaisons centrales des afférences primaires

Les terminaisons des afférences primaires dépendent de leur origine périphérique
(cutanée, articulaire, viscérale), vitesse de conduction (fonction de leur diametre et de la
présence de myeéline), propriétés de la réponse (modalité sensorielle, intensité du stimulus
nécessaire pour les activer) et phénotype neurochimique (comme la présence de
neuropeptides). Bien entendu ces caractéristiqgues peuvent étre reliées entre elles. Ainsi, les

afférences myélinisées de large diameétr@)(dont aussi les mécanorécepteurs a bas seuil,
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répondant au toucher et aux mouvements des poils. La plupart des fibres de petit diametre,
myélinisées (&) ou non (C), véhiculent la douleur et la sensibiditla température.

En ce qui concerne les fibres afférentes primaires d’origine cutanée, les ffbses A
distribuent globalement dans les couches profondes IlI-V (Rexed, 1952). On a montré chez le
rat que des collatérales de ces afférences primajesoAtactent directement les neurones
PKCy au niveau de la couche lli (Hughes et al., 2003jm&nn et al., 2008). Il existe deux
types de fibres afférentes primaires. Aes premieres, ayant un seuil mécanique bas, non
nociceptives, innervent les follicules pileux (D-hair afferents) et se projettent dans la partie la
plus superficielle de la couche Il et de facon extensive dans la couche Il interne (Light &
Perl, 1979). Les secondes, nociceptives, se distribuent dans les couches | et Il externes et
également dans la couche V. Certaines collatérales se terminent également dans la partie
ventrale de la couche IV. Les terminaisons des fibres afférentes primaires nociceptives de
type C sont fonction de la nature neurochimique de ces fibres (Hunt & Rossi, 1985; Nagy &
Hunt, 1982; Hunt & Mantyh, 2001; Julius & Basbaum, 2001; McMahon, 1998). Chez le rat,
les fibres C peptidergiques se distribuent dans les couches,labis que les fibres C non-
peptidergiques se terminent quasi exclusivement dans la coy¢RebHiro-Da-Silva et al.,

1986; Guo et al., 1999; Silverman & Kruger, 1988; Bennett et al., 1998). Enfin les fibres C,
qui expriment le transporteur vésiculaire glutamatergique de type 3 (VGLUT3) et qui sont
fonctionnellement des mécanorécepteurs a bas seuil (toucher plaisant, voir ci-dessus), se
terminent a la partie ventrale de la couchddlou se concentrent les neurones PK&eal et

al., 2009). Ainsi, il est intéressant de noter que cette couche de neuroneddPiK€ une

limite entre les projections des fibres afférentes primaires, ventrales, qui véhiculent la
sensibilité tactile, et celles des fibres afférentes primaires, dorsales, qui véhiculent la
sensibilité douloureuse et thermique, et ce, quelle que soit la nature anatomique de ces fibres
afférentes primaires.

En ce qui concerne les fibres afférentes primaires d'origine profonde (viscérale,
méningée), elles sont toutes nociceptives. Les fibteseAerminent dans les couches |, IV et
V et les fibres C, toutes de type peptidergique, se terminent dans les couches I, 1, V et X. De
facon générale, les projections centrales des fibres nociceptives d'origine cutanée se font de
facon dense et focalisée alors que celles des fibres profondes sont beaucoup plus diffuses. Ces
différences pourraient expliquer le caractere diffus des douleurs d’origine profonde (Sugiura
et al., 1989).

D’un point de vue fonctionnel, I'entrée synaptique des fibres nociceptives dans les
couches superficielles doit étre considérée schématiqguement selon deux régions différentes.

Dans la couche I, les contacts interviennent sur des neurones de projection participant aux
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voies spino-réticulaire et spino-thalamique impliqguées dans la nociception et la thermoception
(Craig & Kniffki, 1985; lkeda et al., 2003; Perl, 1984). Dans la couche ll, les entrées activent
un circuit polysynaptique local (Szentagotai, 1964; Pearson, 1952; Light, 1992) (Figure 6).
Cette ségrégation suggere que les processus ayant lieu dans la couche Il permettent un
traitement concomitant de l'information sensorielle et une modulation du message (Lu & Perl,
2005).

Des études électrophysiologiques confirment ces données anatomiques. Les neurones
spinaux de la couche | répondent généralement aux stimulations nociceptives (via les fibres
Ad et C), les neurones des couches lll et IV répondntmaniere préférentielle aux
stimulations non nociceptives (via les fibreB) Aet les neurones de la couche V recgoivent a la
fois des afférences nociceptives et non nociceptives (via des afférences monosynaftiques A
et Ad et polysynaptiques C). Cette couche est donc une zie convergence (afférences

nociceptives, non nociceptives, viscérales, somatiques).
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Figure 6 : Projections centrales des afférences primaires

Il existe une organisation laminaire trés précise de la corne dorsale de la moelle épiniére. Les groupes de fibres
afférentes primaires contactent les neurones spinaux dans les différentes couches. Les fibres fines C non-
myélinisées, peptidergiques (rouge) et myélinisées de typévidlet) se terminent majoritairement dans les
couches superficielles, faisant synapse sur les gros neurones de projection (rouge) localisés dans la couche | et
les interneurones (verts) localisés dans la couchd gk fibres fines C non-myélinisées, non-peptidergiques

(bleu) se terminent sur les interneurones (bleu) dans la partie interne de la couche Rar(Itontre, les
afférences non nociceptives véhiculées par les fibres myélinisées de Ryfmafige) se terminent sur les
interneurones PK{dans la partie ventrale de la coucheUin second groupe de neurones de projection dans
couche V (violet) recoit des afférences des fibr@e®AB (d’aprés Basbaum et al., 2009).
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3. Interneurones

3.1. Types d'interneurones dans la corne dorsale superficielle

Avec lI'avenement des techniques d’enregistrentenitro, il est devenu possible de
corréler les propriétés électrophysiologiques et morphologiques des neurones enregistrés. Ces
études ont souligné la grande hétérogénéité de ces interneurones. La classification la plus
généralement admise a été développée par Grudt et Perl (2002).

La classification électrophysiologique est basée sur la réponse des neurones a
I'injection d’'un courant dépolarisant. Quatre types de réponses neuronales ont pu ainsi étre
identifiés : « tonic firing », « initial bursting », « delayed firing », et « single spiking » (Grudt
& Perl, 2002; Prescott & De Koninck, 2002; Ruscheweyh & Sandkuhler, 2002; Thomson et
al., 1989; Lopez-Garcia & King, 1994) (Figure 7).

Tonikz Finng Initial Bursting Cadayad Finng Singls Spdang

Figure 7 : Réponses de quatre types de neurones a des courants dépolarisants

croissants (de bas en haut)

De la gauche vers la droite : Les neurones « Tonic firing » déchargent continuellement pendant le courant
dépolarisant et la fréquence des potentiels d’action (PA) augmente avec l'intensité du courant ; les neurones
« Initial bursting » adaptent au cours du courant dépolarisant et la décharge de PAs reste limitée au début de
limpusion du courant; les neurones « delayed firing » présentent une longue latence avant d'initier une
décharge de PAs ; les neurones « single spiking » ne donnent qu’un, voir deux PAs quelque soit I'intensité du
courant dépolarisant.

Au niveau de la couche Il, quatre types morphologiques distincts sont généralement
identifiés : « islet, central, vertical, et radial cells » (Grudt & Perl, 2002; Heinke et al., 2004;
Melnick, Santos, Szokol, et al., 2004; Melnick, Santos & Safronov, 2004). Ces différents
types de cellules different par la taille de leur corps cellulaire et I'orientation et I'étendue de
leur arbre dendritique (Figure 8). Cependant, il est important de noter que beaucoup de ces
études morphologiques incluent une proportion importante (~30%) de cellules non classées.
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Figure 8 : Classification des interneurones de la couche Il par Grudt et Perl

Typiquement les neurones de type « Islet » ont des arbres dendritiques allong@s>di@s I'axe rostro-

caudal, avec des petites extensions dorso-ventrales et medio-latérales. Les neurones de type « central » sont
similaires mais ont un arbre dendritique beaucoup plus court (K#0Q_es neurones de type « radial »
présentent une arborisation dendritique compacte avec des dendrites irradiant dans toutes les directions. Les
neurones de type « vertical » ont un corps cellulaire en position dorsale et des dendrites qui se déploient
ventralement. Des colorations immunohistochimiques des axones avec des anticorps contre les transporteurs
de vésicules glutamatergiques (VGLUT?2) et les transporteurs des vésicules GABA (VGAT) montrent que les
cellules «islet » sont GABAergiques alors que les autres cellules sont glutamatergiques, les cellules

« verticales » étant GABAergiques ou glutamatergiques.

Jusqu’a maintenant, aucune corrélation entre les types électrophysiologiques et
morphologiques n'a pu étre établie pour les interneurones de la couche Il. Par contre, une
corrélation entre le type anatomique et le neurotransmetteur utilisé par le neurone a été
récemment retrouvée : les neurones de type «islet » sont invariablement GABAergiques, les
neurones de types «radial » et la plupart des neurones de type «vertical » sont
glutamatergiques et les neurones de type «central » sont GABA- ou glutamatergiques
(Maxwell et al., 2007 ; Yasaka et al., 2007).

Au niveau de la couche I, on a décrit trois types morphologiques de neurones :
pyramidal, fusiforme et multipolaire (Lima & Coimbra, 1986; Han et al., 1998). La, une
corrélation claire entre les types électrophysiologiques et morphologiques pour les
interneurones de cette couche a pu étre établie avec les neurones « toniques » typiquement
« fusiformes », les neurones « phasiques » « pyramidaux », et les neurones de type « delayed

onset » et « single spike » « multipolaires » (Prescott & De Koninck, 2002).
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3.2. Interneurones : une organisation modulaire ?

La majorité des neurones de cornes dorsales sont des interneurones, dont la densité est
particulierement importante dans les couches I-1ll. lls représentent la totalité des neurones de
la couche Il et la grande majorité des neurones des couches | et Ill. On peut les diviser en
deux classes distinctes, les interneurones excitateurs glutamatergiques et les interneurones
inhibiteurs GABAergiques et /ou glycinergiques (Todd & Spike, 19B8)plupart sont de
petits neurones dont les axones arborisent dans le méme segment, en géenéral a proximité de
leur corps cellulaire (Beal & Cooper, 1978; Bennett et al., 1980; Gobel, 1978; Light & Perl,
1979; Lima & Coimbra, 1986; Scheibel & Scheibel, 1968; Schneider, 1992). Toutefois, il
existe aussi au sein de la couche Il une proportion notable de neurones projetant leurs axones
rostralement ou caudalement a travers un ou deux segments de moelle épiniere (Cervero &
lggo, 1980) et parfois davantage (Bice & Beal, 1997). Certains interneurones émettent des
axones en direction d’autres couches des cornes dorsales. Par exemple, des interneurones de
la couche Il projettent sur la couche | ou sur les couches llI-IV et des neurones des couches
[1I-V projettent sur les cornes antérieures.

Un des moyens de caractériser les fonctions d’'un réseau neuronal, est d’établir des
classes d’interneurones dans la corne dorsale en fonction de la morphologie, du
neurotransmetteur utilisé, des inputs synaptiques, des propriétés électrophysiologiques, et du
phénotype moléculaire (chapitre précédent).

Une fois une population spécifique de neurones de la corne dorsale bien individualisée
avec des propriétés bien définies, la question suivante est : quel est le réle fonctionnel de ces
neurones dans le réseau de la corne dorsale ? En particulier, quelles sont leurs connexions
synaptiques ? La technique la plus achevée pour étudier cette connectivité est d’enregistrer
simultanément des neurones (enregistrements en patch-clamp dans des tranches de moelle
épiniére). Cela permet de déterminer si ces neurones sont synaptiquement couplés tout en
établissant leurs propriétés morphologiques et électrophysiologiques et leurs afférences
synaptiques (Figure 9).

Lu et Perl ont décrit le résultat d’enregistrements de paires de neurones dans la corne
dorsale (Lu & Perl, 2005; Lu & Perl, 2003). Seuls 10% des paires de neurones enregistrées
étaient connectées. Ces connexions étaient unidirectionelles avec approximativement la méme
proportion de connexions inhibitrices et excitatrices. Ces auteurs ont identifi€ une seule
configuration de connexions inhibitrices (GABAergique monosynaptique) : entre un neurone
de type «islet » et un neurone de type « central » dans la couche Il (Lu & Perl, 2003). Ces

deux neurones, pré- et postsynaptique, recoivent tous deux des afférences monosynaptiques
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de type C. Cependant cette afférence primaire active toujours le neurone présynaptique en
avance par rapport au neurone postsynaptique. Il est tentant de conclure que cette connexion
permet a un neurone inhibiteur de type «islet» de réduire I'excitation du neurone

postsynaptique de type « central » en cas d’activation massive par les afférences primaires.
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Figure 9 : Connexion monosynaptique excitatrice entre un neurone de type « vertical »

de la couche IL et un neurone de projection de la couche |

a. Images confocales des cellules connectées. Le neurone vertical de la coumidsylihaptique et le neurone

de la couche I, postsynaptique. Insert en bas a gauche : le fluorogold transporté rétrogradement depuis la moelle
thoracique marque la cellule de la couche IRéponses (potentiels d’action) a un courant dépolarisant des deux
neurones connectés. Enregistrements simultanés des deux neurones (voltage-clamp) montrant un courant
entrant dans le neurone de la couche I, mais non dans le neurone de la couche I, évoqué par la substance P (2
MM). d. Reconstruction des neurones : neurone de type « vertical » de la couche lle, présynaptique (noir) et
neurone de la couche I, postsynaptique (rouge). Les fleches désignent les exemegjistrements simultanés

des deux neurones (voltage-clamp) montrant les connexions synaptiques entre les deux neurones (moyenne de
50 traces successives; potentiel de membrane : -60 mV pour les deux céllEe®gistrements simultanés des

deux neurones (voltage-clamp) montrant les CPSEs évoqués par stimulation de la racine dorsale (potentiel de
membrane : -60 mV pour les deux cellules). Superposition de cing réponses. Le neurone vertical recoit une
afférence monosynaptique de typ& ;Ae neurone de la couche | recoit une afférence monosynaptique de type

C. C: Caudal; D : dorsal; R : rostral; V : ventral; Pre : pré-synaptic; Post : post-synaptic; AP : potentiel d’action
(D’'aprés Lu et Perl, 2005).

En plus de ce type unigue de connexion inhibitrice (d’un neurone de type « islet » vers
un neurone de type « central »), Lu et Perl identifient deux types de connexions excitatrices :

des neurones de type « central » de la couche Il excitent des neurones de type « vertical » de
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la couche WY qui, a leur tour, excitent des neurones dans la couche I, certains étant
vraisemblablement des neurones de projection (Lu & Perl, 2005) (Figure 9). Les neurones de
type « central » et les neurones de la couche | regoivent des afférences primaires de type C,
alors que les neurones de type « vertical » recoivent des afférences primaires daé. type A
Notons que la connexion inhibitrice (d’'un neurone de type « islet » vers un neurone de type
« central ») est compatible avec ce circuit excitateur disynaptique, le neurone de type
« central » étant commun a ces deux circuits. La répétition de ce circuit de quatre neurones

connectés entre eux constituerait un module récurrent (Lu & Per,| 2005).

Transient

Larmina Il Vertical
central call

cell

T Lumbar spinal cord

Rostral projection 5,
Superficial dorsal harn

Figure 10 : Schéma représentant le « module » dans la corne dorsale superficielle
capable d’amplifier et moduler les informations véhiculées par les afférences primaires dé Btp€ Avant
leur transfert vers le cerveau (d’aprés Lu et Perl, 2005)

Certains neurones de type «central» de la couche Il ont une connexion
monosynaptique glutamatergique vers des neurones de type vertical dans la couche Il
Certains neurones de type «vertical » de la coucheéthblissent des connexions
monosynaptiques glutamatergiques avec des neurones de la couche [, dont quelques uns ont
des récepteurs a la substance P et contribuent aux projections rostrales. Tous ces neurones
recoivent des inputs monosynaptiques glutamatergiques des afférences primaires : les cellules
« verticales », de typed et les cellules de la couche | et celles de typenkral » de la
couche 11, de type C.

La fonction d’'un tel module n’est encore que spéculative. Cependant on peut imaginer
que les deux connexions excitatrices (d’'un neurone de type « central » vers un neurone de

projection de la couche I, en passant par un neurone de type « vertical ») forment un circuit
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capable de combiner le traitement d’'inputs de modalités différentes et d’envoyer vers le
cerveau une synthése de ces signaux par l'intermédiaire des neurones de projection de la
couche I. Le traitement du message nociceptif pourrait étre modulé par une diminution de
I'excitation des neurones de type vertical — dans la mesure ou ces neurones paraissent
primordiaux dans la transmission de l'information vers les neurones de projection de la

couche | — et/ou une augmentation de celle des neurones de type « islet».

V. INHIBITION SYNAPTIQUE DANS LA CORNE DORSALE

Le traitement du message nociceptif par le réseau neuronal de la corne dorsale et son
passage vers le cerveau sont contrélés par deux types de mécanismes : segmentaires et supra-
segmentaires.

Au niveau segmentaire, la balance entre excitation et inhibition est cruciale pour
maintenir une fonction sensorielle normale. Ainsi 'augmentation de I'activité des neurones et
réseaux neuronaux responsables de la transmission du message nociceptif — ou
« sensibilisation centrale » (Woolf, 1983) — associerait trois types de phénomeénes: une
potentialisation de synapses excitatrices, des modifications des propriétés membranaires des
neurones et une réduction de I'inhibition synaptique (pour revue voir : Latremoliere & Woolf,
2009; Ji et al., 2003).

Les projections descendantes, provenant de diverses régions du cerveau, inhibent, ou
au contraire facilitent, le transfert de l'information nociceptive de la corne dorsale vers le
cerveau (pour revue, voir Millan, 2002) . Ces projections descendantes utilisent plutét des
neuromodulateurs — noradrénaline, sérotonine et dopamine — mais aussi le GABA (Antal et
al., 1996). Elles peuvent exercer une inhibition tonique sur la transmission nociceptive dans la
corne postérieure de la moelle comme les projections dopaminergiques descendantes
provenant du noyau A1l de I'hypothalamus (Charbit et al., 2009; Lapirot et al., 2011).

Il est maintenant bien établi que, parmi tous ces mécanismes, une réduction de
I'inhibition segmentaire joue un role primordial dans les manifestations cliniques des douleurs
chroniques. On sait depuis les années 1980 que bloquer les récepteurs spinauxeBaBA
glycine, avec de la bicuculline et de la strychnine, respectivement, provoque une allodynie
mécanique chez I'animal (Beyer et al., 1985; Roberts et al., 1986; Yaksh, 1989; Miraucourt et
al., 2007; Miraucourt et al., 2009). Au contraire, I'injection intrathécale de GABA (Eaton et
al., 1999; Hwang & Yaksh, 1997) ou de benzodiazépines (Knabl et al., 2008) diminue

considérablement les douleurs inflammatoires et neuropathiques.
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1. Neurotransmission inhibitrice dans la corne dorsale

1.1. Différents types de récepteurs

Les interneurones inhibiteurs de la corne dorsale de la moelle utilisent deux acides
aminés, y-aminobutyric acid (GABA) et glycine, pour la tranission inhibitrice. Les
récepteurs a la glycine (GlyR) sont uniquement postsynaptiques. Les récepteurs au GABA
(GABAR) — qui sont de deux types : GARAGABAAR) et GABAs (GABAgR) — peuvent
étre pré- et postsynaptiques. Les GABARSs présynaptiques sont présents (1) sur la terminaison
inhibitrice elle-méme, ou ils réduisent la libération de neurotransmetteurs inhibiteurs,
vraisemblablement en fonction de la fréquence de la stimulation (comme dans I'hippocampe :
(Davies et al.,, 1991; Davies & Collingridge, 1993) mais aussi (2) sur les afférences
excitatrices se terminant sur les neurones qu’ils contrélent (synapses axo-axoniques). Ainsi le
contrble de la libération de neurotransmetteurs par les GABARS présynaptiques s’exerce, non
seulement sur la synapse inhibitrice elle-méme (autorécepteurs) mais aussi sur d'autres
synapses (hetérorécepteurs), notamment la synapse excitatrice fibre afférente primaire-
neurone de second ordre dans la corne dorsale.

D’un point de vue mécanistique, on distingue deux types de récepteurs : ionotropiques
— GABAAR et GlyR — et métabotropiques - GABRA

1.1.1. Récepteurs ionotropiques

Les GlyRs (sensibles a la strychnine) et GARA(sensibles a la bicuculline)
appartiennent a la famille Cys-loop de canaux pentamériques déclenchés par un ligand. Les
canaux GlyRs et GABARs sont sélectifs pour les anions : principalement len@is aussi le
HCO3. lls résultent de l'association de cinq sous-unités différentes (hétéropentameres)
(Figure 11). Ces sous-unités présentent une structure générale identique comportant (1) un
long domaine N-terminal extracellulaire incluant le site de liaison pour le ligand — en fait a
I'interface entre deux sous-unités (Figure 11) — et une boucle caractéristique de a une liaison
disulfite entre deux cysteines (Cys-loop), (2) quatre domaines transmembranaires — le 2nd
bordant le canal ionique — avec une longue boucle intracellulaire entre les 3émes et 4émes
domaines transmembranaires et (3) un domaine C-terminal extracellulaire relativement court.

Concernant, les GlyRs, quatre sous-unit€s-4) et une seule sous-unfiéont été
identifiées jusqu’a présent. Dans la moelle adulte, les GlyRs associent, le plus souvent, deux

sous-unités,, de typenl, a trois sous-unitgs (Figure 11A). On trouve aussi la sous-unité de
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type a3, mais a un niveau moindre que la sous-unité de dfp La sous-unité de type3
semble cependant jouer un réle clé dans la douleur inflammatoire (voir ci-dessous 2.1).
Seize sous-unités{-6, p1-3,y1-3, 9, &, 0 etn) ont été identifiées pour former des
GABAAR. Les combinaisons les plus fréquentes associent deux souseynitégx sous-
unités B a une sous unitéy2, notammentalPf2y2 (Figure 11B). Les propriétés
pharmacologiques des GABRs dépendent de leur composition. Le site aux
benzodiazépines se situe entre la sous-wét@&t une sous-unitél, a2, a3, ou a5. Les
GABAARs contenant des sous-unitegl et a6 ne sont donc pas sensibles aux

benzodiazépines.

Figure 11 : Schémas des récepteurs glycinerciques et GARB#giques

A. Schéma de I'arrangement pentamérique des sous-unités du GlyR hétéro-oligames. d.es
sites de liaison pour la glycine sont situés a chaque interface entre les sous-ehg§interfacesufp et Bo).
Seules les interfacesr (entourées de rouge) sont capables de fixer aussi la strychnine. La pharmacologie de
l'interface PP n’est pas actuellement connue (indiqué par ?). (Adapté de Betz & Laube, RO@&héma de
'arrangement pentamérique des sous-unités du GABAétéro-oligomeére. Les différents niveaux de gris
représentent les différentes sous-unités (non spécifiées ici) : deux soustudéés sous-unité® et une seule
sous-unité2 (Adapté de Olsen & Sieghart, 2008).

L'activation des GlyRs et GABARs provoque l'ouverture d'un canal ClLa
concentration de Cldans le neurone ([Qi) est contr6lée par l'activité de deux co-
transporteurs : le co-transporteur'N& -2 CI (NKCC1), qui transporte NaK" et CI, vers
I'intérieur de la cellule, et le co-transporteut-&l" (KCC2), qui, au contraire, transporté K
et CI vers l'extérieur de la cellule. Dans la plupart des neurones (et dans les conditions
physiologiques) [C]; est trés inférieure a la concentration dedahs le milieu extracellulaire
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([CI'lg) (Martin and Olsen, 2000) et le potentiel d’équilibre du (@ans la plupart des
neurones) proche du potentiel membranaire de repos. Une augmentation de la perméabilité au
CI produit donc un influx de cet ion - et réduit en général I'excitabilité neuronale (inhibition).
Cependant, dans certains cas, ][Chugmente, le potentiel déquilibre du”Gléleve et
I'activation des GlyRs et GABARs produit non plus un influx mais une sortie dé CI
entrainant non pas une hyperpolarisation mais, au contraire, une dépolarisation, un influx de
C&* et la genése de potentiels d'action. C'est le cas notamment dans les conditions
physiologiques, (1) au cours du développement embryonnaire et des premiers jours apres la
naissance, de I'ensemble des neurones (voir revue par Ben-Ari, 2002) et (2), chez I'adulte, des
neurones ganglionnaires, et, dans des conditions pathologiques (apres lésion d'un nerf
périphérigue) (3) de neurones de la couche | de la corne dorsale.

(1) Au cours du développement embryonnaire et des premiers jours apres la naissance,
les neurones de la corne dorsale sont dépolarisés par la glycine comme par le GABA
(Reichling et al., 1994). Cette fonction excitatrice des GlyRs est importante pour la
synaptogénése puisque les élévations d& @aracellulaire qui en résultent paraissent
nécessaires a une spécialisation correcte des membranes postsynaptiques glycinergiques
(Kirsch & H Betz, 1998). Au cours de la premiére semaine, les neurones commencent a
exprimer le co-transporteur membranaire KCC2,]{@iminue et I'activation des GlyRs et
GABAARs hyperpolarise les neurones.

(2) A cause d’'une expression particuliere des co-transporteurs membranaires-de Cl
expression élevée du NKCC1 (Sung et al., 2000; Price et al., 2006) et, au contraire, faible du
KCC2 (Rivera et al., 1999) — la [;ldes neurones ganglionnaires reste élevée chez 'adulte
(pour revue voir Alvarez-Leefmans, 2009.). Ces neurones sont donc dépolarisés par le GABA
(Labrakakis et al., 2003). Ainsi, l'activation des GABRs présents sur les terminaisons
dépolarise les afférences primaires et inhibe la propagation des potentiels d’action dans les
terminaisons présynaptiques — et donc la libération présynaptiqgue de glutamate, que ce soit
par inactivation les canaux sodium présynaptiques et/ou effet shunt (Kullmann et al., 2005).
L’inhibition présynaptique s’accompagne donc d'une dépolarisation des afférences
présynaptiques (« dorsal root potentials » ou DRPsS) que l'on peut enregistrer. Une
dépolarisation au dessus du seuil peut déclencher des potentiels d’action dans les terminaisons
spinales des afférences primaires et initier un réflexe de racine dorsale, qui contribue a
I'inflammation neurogénique (Willis, 1999).

(3) Chez l'adulte, a la suite d'une lésion d'un nerf périphérique, les cellules
microgliales, activées, libérent du « brain derived neurotrophic factor » (BDNF), conduisant a

une réduction de I'expression du co-transporteur membranaire KCC2 dans un sous-ensemble
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des neurones de la couche | de la corne dorsale (Lu et al., 2008; Miletic & Miletic, 2008;
Coull et al., 2003; Coull et al., 2005). GABA dépolarise alors ces neurones, provoque une
entrée de Cd et déclenche des potentiels d’action.

1.1.2. Récepteurs GABA g métabotropiques

Le GABAgR est un récepteur métabotropique, couplé a des protéines G. Il résulte de
I'association de deux sous-unités, GAHBAet GABAg2. Ces sous-unités se caractéerisent
toutes deux par un haut poids moléculaire, une longue chaine extracellulaire N terminale et
sept domaines transmembranaires (Figure 12). L’'agoniste se lie a la sous-unitg1GABA
induisant un changement de la conformation du complexe protéique qui permet a la sous-
unité GABAg2 d’activer la protéine G couplée. Il existe deux variantes majeures de la sous-
unité GABAs1 : GABAgla et GABA1b (voir revues par Bowery et al., 2002 et Chalifoux &
Carter, 2011). Les récepteurs GAEAM,2 sont principalement présynaptiques et les

récepteurs GABALD,2, postsynaptiques (Towers et al., 2000).

GABA
/

NMDA-R

Figure 12 : Signalisation intra cellulaire postsynaptique des récepteurs GABA
GABA, en se liant au GABAR, active les sous-unitésBEqui diffusent localement pour ouvrir des canaux K
et fermer des canaux €a L'activation des sous-unités a6Gao inhibe I'adenylyl cyclase (AC). L'AC
produisant continuellement de 'AMPc qui a son tour active la PKA, cela équivaut & une inhibition de I'action de
la PKA sur ses nombreuses cibles incluant les récepteurs NMDA (Chalifoux & Carter, 2011).
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L'activation des GABARs produit plusieurs effets (Figure 12). Elle (1) inhibe
I'activité de I'adénylate cyclase, aussi bien basale que stimulée par la forskolin, réduisant le
niveau intracellulaire d’AMPc et donc l'activité de la protéine kinase A (PKA), (2) réduit les
conductances Ghet (3) augmente les conductances dés membranes neuronales. Les
GABAgR postsynaptiques semblent plus particulierement associés a la modulation de
conductances K et les GABAR présynaptiques, eux, a des canauX @altage-dépendant
de type P/Qet N. Il est important de noter que l'inhibition présynaptique produite par les

GABAGgRs ne s’accompagne pas d’'une dépolarisation des afférences présynaptiques.

1.2. Neurones GABAergiques et glycinergiques de la corne dorsale

Le marquage des neurones (plutdt de leurs corps cellulaires) qui libérent du GABA et
de la glycine (GABAergique et glycinergique) par l'utilisation d’anticorps contre le GABA et
la glycine, montre une large distribution de neurones inhibiteurs a travers I'ensemble de la
substance grise de la moelle épiniere. D’'aprés une étude pionniére de Todd & Sullivan
(1990), environ 30% des neurones des couches | et Il et 46% de ceux de la couche Il sont
immunoréactifs pour le GABA. Il existe aussi beaucoup de neurones immunoréactifs pour la
glycine plutdt dans la couche Ill, moins dans les couches | et Il. Cependant, des neurones
purement glycinergiques sont rarement retrouvés dans les couches superficielles (I-IIl) ou le
marquage immunopositif pour la glycine reste limité, dans une large mesure, aux neurones
contenant déja du GABA (Todd & Sullivan, 1990; Polgar et al., 2003). Par contre, des
neurones purement glycinergiques sont vus frequemment dans les couches plus profondes de
la corne dorsale (IV-V).

Avec I'avenement des techniques de génie génétique, il a été plus récemment possible
de générer des souris ou la protéine fluorescente verte (« enhanced green fluorescent protein »
ou EGFP) est exprimée sous le controle transcriptionel de génes codant pour des protéines
impliquées dans le métabolisme des neurotransmetteurs inhibiteurs : pour les neurones
GABAergiques, I'enzyme de synthése du GABA, la glutamic acid decarboxylase ou GAD67
(noté GABA-GFP : Tamamaki et al., 2003; Oliva et al., 2000), et pour les neurones
glycinergiques, le transporteur de type 2 de la glycine (noté glycine-GFP : Zeilhofer, 2005).
Des sections de moelle épiniére provenant de souris GABA-GFP montrent de nombreux
neurones marqués par 'EGFP dans les couches I-Ill et autour du canal central et un petit

nombre dans la corne dorsale profonde (Heinke et al., 2004). Les neurones glycine-GFP ont
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une distribution légerement différente (Zeilhofer, 2005): abondants dans les couches
profondes (laminae IlI-V) et relativement peu nombreux dans les couches | et I, une
distribution similaire a celle mise en évidence par hybridation in situ (Hossaini et al., 2007).

Il est possible d’enregistrer directement ces neurones inhibiteurs dans des tranches de
moelle. Ces neurones sont identifiés parce que leur stimulation génere les IPSCs
GABAergiques dans les neurones auxquels ils sont connectés (enregistrements de paires de
neurones dans la couche Il : Lu and Perl, 2003) ou parce qu’ils expriment la GFP. Aux deux
types d’animaux ci-dessus, il faut ajouter des souris exprimant la GFP sous le contrdle du
promoteur du gene codant pour la protéine du prion (prion-GFP). De facon inattendue,
guelques neurones de la couche Il sont marqués, ils se trouvent étre exclusivement
GABAergic (Hantman et al., 2004). Les types morphologiques reconnus pour les neurones
GABAergiques sont principalement de type « islet » (Lu & Perl, 2003; Heinke et al., 2004) et
dans une moindre mesure « central » (Hantman et al., 2004; Heinke et al., 2004). Ces résultats
(Maxwell et al., 2007), combinés a ceux d'études plus anciennes (Todd & McKenzie, 1989),
suggerent que les cellules de type « islet » sont invariablement GABAergiques (voir revue par
Todd, 2010). Par contre, les neurones inhibiteurs ont des types électrophysiologiques
beaucoup plus variés. Ainsi les réponses des neurones GABAergiques a un stimulus
dépolarisant sont de type « tonic firing » (Lu & Perl, 2003) ou « initial bursting » (Heinke et
al., 2004), tandis que celles de neurones glycinergiques sont de type « tonic firing » ou
« initial spiking » (Zeilhofer, 2005).

1.3. Activation des neurones inhibiteurs

Ces interneurones inhibiteurs sont activés par les afférences sensitives primaires. La
stimulation électrique des racines dorsales, et plus particulierement des afférences primaires
de type A, évoque un potentiel synaptique excitateur (PP8k) de potentiels synaptiques
inhibiteurs (PPSI) dans des neurones de la couche Il enregistrés dans des tranches de moelle
de rat adulte (Yoshimura & Nishi, 1995). Ces PPSI sont de nature glycinergique — brefs et
sensibles a la strychnine — et/ou GARAgique — plus longs que les précédents et sensibles a
la bicuculline. Le délai de ces PPSIs suggeéere qu’ils sont disynaptiques. La majorité des
interneurones inhibiteurs de la couche Il recevrait donc un input direct des afférences
sensorielles primaires, icidA

La preuve de l'activation directe des interneurones inhibiteurs par des afférences

primaires est venue de [l'enregistrement de ces interneurones. Ainsi les neurones
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GABAergiques, gu’ils soient de type «islet » (Yasaka et al., 2007; Lu & Perl, 2003) ou
central (neurones prion-GFP : Hantman et al., 2004), sont activés directement par des
afférences primaires de type C. Les neurones GABA-GFP recoivent des inputs mono- (ou
poly-) synaptiques d’afférences primaires de tyjpeeflou C (Heinke et al., 2004). De méme

que les cellules de type «islet » soient fortement activées par une application locale de
capsaicine, suggéere qu'elles recoivent directement des afférences primaires de type C,
peptidergiques (Maxwell et al., 2007). Ainsi il est clair que des afférences primaires a haut
seuil activent monosynaptiquement des interneurones inhibiteurs de la couche II.

Cela ne veut pas dire que les neurones GABAergiques sont uniguement activés par des
stimuli nociceptifs. En effet, des fibres afférentes primaires de diamétre relativement grand —
qui donc véhiculent plutét une information tactile — se projettent sur ces neurones
GABAergique (Lu & Perl, 2003). De plus, ces interneurones inhibiteurs sont activés par des
inputs a bas seuil, de typeBAchez l'animal adulte (Narikawa et al., 2000; D&ni&
MacDermott, 2009). Chez I'animal anesthésié, c’est méme une stimulation mécanique légére
(pinceau) qui déclenche avant tout des potentiels inhibiteurs dans les neurones de la corne
dorsale superficielle (Narikawa et al., 2000). Mais la connexion fibre primaire afférente de
type AB-neurone inhibiteur de la corne dorsale est vraisgnhdment polysynaptique
(Daniele & MacDermott, 2009). Ainsi, ces interneurones inhibiteurs de la couche Il sur
lesquels convergent des inputs & haut et a bas seuil pourraient jouer un réle clé dans la
modulation de I'information aussi bien douloureuse que tactile.

Pour l'instant, les neurones glycinergiques dans la corne dorsale profonde n’ont pas
été étudiés de facon similaire (voir Zeilhofer, 2005). Cependant, d’apres I'organisation bien
connue des projections des fibres afférentes primaires (voir plus haut), ces neurones devraient
recevoir principalement des inputs des fibres sensibles aux stimuli mécaniques a bas seuil.

Les interneurones représentent plus de 95% de I'ensemble des neurones de la corne
dorsale (Polgar et al., 2004; Spike et al., 2003; WalliSoggeshall, 2004). Les interneurones
inhibiteurs de la corne dorsale superficielle sont donc vraisemblablement aussi activés par
d’autres interneurones de la corne dorsale, notamment inhibiteurs (Labrakakis et al., 2009;
Takazawa & MacDermott, 2010).
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1.4. Inputs inhibiteurs sur les neurones de la corne dorsale

Il est maintenant fonctionnellement bien établi que glycine et GABA sont contenus
dans les mémes vésicules présynaptiques et libérés concomitamment par les mémes synapses
(Jonas et al., 1998; Chéry & De Koninck, 1999). GABA et glycine sont stockés dans les
mémes veésicules parce qu’ils y sont transportés par le méme transporteur vésiculaire d’acides
aminés inhibiteurs (Wojcik et al., 2006; Dumoulin et al., 1999; Chaudhry et al., 1998).
Cependant, si les deux neurotransmetteurs sont bien libérés simultanément, il existe une
spécialisation des récepteurs présents aussi bien sur la membrane postsynaptique des synapses
inhibitrices que sur les terminaisons des fibres afférentes primaires (hétérorécepteurs), en
fonction du stade de développement et de la couche anatomique de la corne dorsale.

Il est possible de distinguer les PPSIs (ou CPSIs) dis a l'activation des GlyRs et
GABAARs en fonction de leur cinétique et de leur pharmacologie. GlyRs et GRBA
activés provoquent tous deux un influx de Gloir 1.1). Mais les PPSIs (ou CPSIs) —
spontanés, en présence de tétrodotoxine (miniPPSI/CPSI) comme évoqués par une stimulation
électrique des afférences — dids aux GlyRs sont brefs et sensibles a la strychnine alors que
ceux dis aux GABARs sont plus longs que les précédents et sensibles a la bicuculline.
Utilisant cette méthode, le groupe de De Koninck montre que des miniCPSIs de cinétique
intermédiaire entre celles des miniCPSIs glycinergiques et GA&RAgques, signe d'une
activation conjointe des deux types de récepteurs, fréquents peu aprés la naissance, se
raréfient au cours du développement postnatal pour avoir completement disparu trente jours
apres la naissance (P30) (tout au moins dans les couches I-1l) ( Keller et al., 2001). Chez le rat
adulte (P30), les CPSIs enregistrés dans les neurones de la couche | ne sont plus que purement
glycinergiques et ceux dans la couche Il et la corne dorsale profonde (couches IlI-IV),
purement glycinergiques ou purement GAf#giques (avec une fréqguence égale : Keller et
al., 2001; Baccei & Fitzgerald, 2004). Cependant, I'évolution vers des événements purement
glycinergiques dans la couche I, semble plus dle a une spécialisation postsynaptique qu’'a une
disparition des GABARs de la synapse. En effet, I'application de benzodiazépines — qui
potentialisent la réponse des GARRs au GABA (voir 1.1.) — démasque un composant
GABAergique dans ces neurones (Chéry & De Koninck, 1999; Keller et al., 2001). Et
'amplitude de ce composant augmente avec lintensité de la stimulation (Chéry & De
Koninck, 1999). Le groupe de De Koninck suggere que les boutons inhibiteurs contactant les
neurones de la couche | libérent toujours du GABA et de la glycine chez I'adulte, mais que
seuls les GlyRs sont localisés sur la membrane postsynaptique, les AB8Bé&ant

principalement extra-synaptiques. Dans ce cas, les GRBAet non GABARsS
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constitueraient la premiére cible pour le GABA libéré dans les synapses de la couche | (Chéry
& De Koninck, 2000) (voir plus bas).

Il existe aussi une spécialisation des récepteurs postsynaptiques dans les synapses
inhibitrices sur les neurones inhibiteurs (neurones GABA-EGFP). Les neurones inhibiteurs a
la limite entre les couches Il et Il recoivent des synapses a prédominance glycinergique, alors
que les neurones inhibiteurs plus dorsaux (coucheg) Ircoivent des synapses a
prédominance GABAergique (Figure 13). Et cette dissociation se perpétue chez la souris
adulte (Takazawa & MacDermott, 2010; Labrakakis et al., 2009).

, Spinal cord dorsal horn
High threshaold Low threshold

(noxious) input innocuous) input

Lamina llo

emeeee, Lamifiall

-

Lamina Il

GABA =2 glycine
A synaptic GABAAR A synaptic GlyR
“tonic” GABAAR “tonic” GlyR

@— excitatory neuron (C—e Inhibitory neuron

Figure 13 : Des récepteurs inhibiteurs différents, synaptiques et extra-synaptiques, modulent des sous-
populations de neurones inhibiteurs dans différentes régions de la corne dorsale

Les neurones inhibiteurs entre couches Il et Il recoivent une inhibition (tonique et synaptique) principalement
glycinergique. Ceux des couches | ef tecoivent, au contraire, une inhibition (tonique et synaptique)
GABAergique. Ce diagramme schématique traduit des résultats obtenus chez des souris agées de 5 semaines.
La différence des symboles représentant les récepteurs toniques ou les récepteurs synaptiques ne correspond pas
nécessairement a des récepteurs de sous-types différents. (D’aprés Takazawa & MacDermott, 2010)

Il existe aussi une spécialisation des hétéro-récepteurs dans la corne dorsale
superficielle ou les GABARs prédominent. En effet, si la présence de GAB# est bien
établie sur les grosses fibres afférentes primaires myélinisées ou ils produisent des DRPs, elle
I'est beaucoup moins sur les fibres afférentes primaires de plus petit diamétre, myélinisées ou
non (pour revue voir Rudomin & Schmidt, 1999). La stimulation de récepteurs sensibles au
frottement (Hentall & Fields, 1979) ou de nerfs, a une intensité juste suffisante pour activer
les fibres afférentes primaires de typp @itzgerald & Woolf, 1981; Calvillo et al., 1982),
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produit bien une (tres) Iégere augmentation de I'excitabilité des fibres afférentes primaires de
type C, signe de I'activation de GARRs présynaptiques. Mais cet effet est bien plus faible
que celui obtenu dans les fibres afférentes primaires myélinisées de gros diamétre. Il faut
noter ici que la présence de GARRs contenant la sous-unité2 (sensibles aux
benzodiazépines, voir 1.1) sur les fibres afférentes primaires nociceptives pourrait avoir une
grande importance fonctionnelle. En effet, ces récepteurs seraient responsables de I'action
anti-nociceptive des benzodiazépines lorsqu’elles sont appliquées localement (Witschi et al.,
2011). L’inhibition présynaptique des afférences primaires dans la corne postérieure est
principalement le fait des GABMRs. Ces récepteurs sont majoritairement présents dans les
couches |-V de la corne postérieure (Price et al., 1984; Price et al., 1987; Towers et al.,
2000). Une rhizotomie (Price et al., 1987) ou un traitement a la capsaicine (Price et al., 1984)
réduit leur nombre de moiti€, indiquant qu’ils sont localisés, au moins pour moiti€, sur les
fibres afférentes primaires de type C peptidergiques, ou ils modulent la transmission
excitatrice. L'activation des GAB#Rs segmentaires déprime les réponses neuronales a une
stimulation mécanique douloureuse, mais non tactile (Dickenson et al., 1985; Hao et al.,
1992), et davantage les réponses synaptiques évoquées par la stimulation des fibres afférentes
primaires de type C que celles évoquées par la stimulation des fibres afférentes primaires de
type A5- (Ataka et al., 2000) et (A (Dickenson et al., 1985). Finalement, I'activatides
GABAgRSs, mais non GABARSs, inhibe la libération de substance P par les fibres afférentes
primaires de type C (Marvizon et al., 1997).

Il ne faut pas oublier ici qu’une partie des inputs inhibiteurs de la corne dorsale spinale
provient des fibres descendantes qui ont leur origine dans la région de la rostral ventromedial
medulla (RVM ; Antal et al.,, 1996) et forment des connexions monosynaptiques avec les
neurones de la corne dorsale (Kato et al., 2006). Il faut aussi noter la contribution de neuro-
modulateurs tels que la noradrénaline et la sérotonine qui peuvent dépolariser des neurones
identifiés comme GABAergiques dans la corne dorsale par l'intermédiaire de I'activation de
récepteurs couplés a une protéine G (Hantman & Perl, 2005) et ainsi contribuer a l'action

anti-nociceptive des projections descendantes sérotoninergiques et noradrénergiques.
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2. Mécanismes de la perte de l'inhibition synaptique dans la

corne dorsale au cours de la douleur chronique

Il est maintenant clair qu'une perte de l'inhibition synaptique contribue de facon
significative a la genese de la douleur chronique. Plusieurs mécanismes ont été identifiés en
fonction de l'origine — inflammatoire, neuropathique et sensibilisation centrale — de la

douleur.

2.1. Douleur inflammatoire

Une inflammation périphérique induit une augmentation prononcée de la production
spinale de prostaglandine E2 (PGE2), un médiateur clé de [I'hyperalgie centrale
inflammatoire. Au niveau spinal, les PGE2 sont principalement produites par la
cyclooxygenase-2 (COX-2) qui est activée dans les heures qui suivent le début de
inflammation périphérique (Beiche et al., 1996; Samad et al., 2001). Un effet majeur de
cette production spinale de PGE2 est de réduire la transmission glycinergique dans la corne
dorsale superficielle. On observe une diminution de la transmission glycinergique dans des
tranches de moelle prélevées sur des animaux présentant une inflammation périphérique
(Muller et al., 2003). Cette inhibition passe par une activation des récepteurs de la PGE2 de
type EP2, la production d’AMPc et l'activation de la PKA (Ahmadi et al., 2002). La PKA
activée phosphoryle et inhibe une forme spécifique du récepteur glycine contenant la sous-
unité a3, exprimée dans les couches superficielles deraecdorsale (Harvey et al., 2004)

(voir ci-dessus 1.1). Cette cascade moléculaire est confirmée par la dissociation qui existe
entre douleur inflammatoire (notamment par injection intrathécale de PGE2) et douleur
neuropathique (constriction du nerf) chez des souris génétiquement déficientes en récepteur
EP2 (Reinold et al., 2005; Hdsl et al., 2006), en sous-uBitgu GlyR (Harvey et al., 2004;

Hosl et al., 2006) et sous-unité régulatrice pour la PKA neuronale (Malmberg, et al., 1997).
Chez tous ces animaux, la premiere est virtuellement absente lorsque la seconde n’est pas

altérée.

2.2. Douleur neuropathique

La lésion d’'un nerf périphérique s’accompagne d’une forte réduction de I'immuno-
réactivite GABAergique dans la corne dorsale (lbuki et al., 1997; Eaton et al., 1998), de la
transmission synaptique GABAergique (dans des tranches de moelle prélevées sur des rats

neuropathiques) et de I'immuno-réactivité GAD65 du coté de la lésion neuropathique (Moore
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et al., 2002). Pour le groupe de Clifford Woolf, cette diminution de la transmission synaptique

GABAergique serait dde a une apoptose dans la corne dorsale qui toucherait
préférentiellement les neurones GABAergiques (Moore et al., 2002; Scholz et al., 2005). Mais
cette interprétation est controversée. Pour le groupe d’Andrew Todd (Polgar et al., 2004;
2005), il y aurait effectivement apoptose chez le rat neuropathique mais ce processus
intéresserait plutét les cellules microgliales. Il n’y aurait donc pas de perte neuronale dans la
corne dorsale.

Une autre explication pour cette réduction de [linhibition synaptique, est une
activation de la microglie médullaire, reconnue comme un événement clé de la génération de
la douleur neuropathique a la suite d’'une lésion nerveuse périphérique (Tsuda et al., 2003;
Woolf, 2007). Le lien entre activation de la microglie et altération du traitement neuronal de
I'information sensorielle a été établi : les cellules microgliales activées libérent du BDNF qui,
en activant son récepteur trkB sur les neurones, réduit I'expression du co-transporteur KCC2
dans ces neurones et éleveTjGt le potentiel d’'inversion du QiCoull et al., 2003; 2005)

(voir ci-dessus 1.1). L'injection intra-spinale de cellules microgliales activité®gro est

seule suffisante pour élever le potentiel d’'inversion dw&hs les neurones de la couche I. Et

cet effet est bloqué, de méme que l'allodynie, si cette microglie a été pré-incubée avec des
SsiRNA contre le BDNF (Coull et al., 2005). Les cellules microgliales sont elles-méme
activées par les médiateurs libérés — en particulier de I'ATP mais aussi des chemokines, — par
les fibres afférentes primaires actives (pour revue, voir Zeilhofer et al., 2009). Ainsi
I'activation du récepteur purinergiqgue P2X4 par 'ATP augmente la synthése de BDNF par

I'intermédiaire de la voie des MAPkinases (Trang et al., 2009).

2.3. Sensibilisation centrale

Une perte d’inhibition synaptique dans la corne dorsale peut aussi s’observer en
'absence d’inflammation ou de lésion nerveuse, a la suite d'une activation sélective des
afférences primaires de type C. Ainsi la capsaicine induit une hyperalgie mécanique et
thermique au niveau du site d’'injection (hyperalgie primaire) associées a une sensibilisation
exclusivement mécanique (hyperalgie secondaire) dans la peau saine autour du point
d’injection (Treede & Magerl, 2000). Cette hyperalgie secondaire d’origine centrale (spinale)
(Woolf, 1983), impliqgue une diminution de I'inhibition synaptique (Sivilotti & Woolf, 1994a)
et peut ainsi étre considérée comme une forme de plasticité hétéro-synaptique

(Zieglgansberger & Herz, 1971). Le groupe de Zeilhofer a récemment suggéré que cette
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stimulation intense des afférences primaires réduit la libération synaptique de glycine et de
GABA via la production spinale d’endocannabinoides et I'activation des récepteurs
cannabinoides 1 (CB1) sur les terminaisons présynaptiques des interneurones inhibiteurs de la
corne dorsale (Pernia-Andrade et al., 2009). De méme l'activation de récepteurs CB1 facilite
la libération de substance P — mesurée par l'internalisation du récepteur neurokinine 1 — dans
la moelle épiniere de rat (Zhang et al., 2010). Dans un tel scénario, les endocannabinoides et
récepteurs CB1 spinaux auraient un réle pro-nociceptif (Naef et al., 2003; Kraft et al., 2008);

mais cette hypothese est controversée (Zeilhofer, 2010).

3. Conséquences fonctionnelles d’'une réduction de la

transmission inhibitrice

La plupart des neurones de la corne dorsale superficielle regoivent en plus d’'un input
excitateur monosynaptique, un input inhibiteur disynaptique (Yoshimura & Nishi, 1995).
Cette inhibition synchrone avec l'excitation joue un rdle primordial dans le contréle de
I'excitation des neurones de la corne dorsale par les inputs provenant de la périphérie. Une
diminution de cette inhibition se manifestera donc avant tout par une augmentation des inputs
excitateurs sur ces neurones. C’'est ce que montrent les études sur les neurones de la substantia
gelatinosa et les neurones de projection de la couchmeJtro, sur tranches de moelle,
commein vivo, chez les rongeurs. Le blocage des récepteurs @ABAc de la bicuculline
conduit a une tres forte augmentation de l'input excitateur sur les neurones de la substantia
gelatinosa (Baba et al.,, 2003). De méme, les neurones de projection de la couche | ne sont
normalement activés que par des inputs monosynaptiques provenant uniquement d’afférences
primaires a haut seuil, de type G At C. Le blocage de la neurotransmission GABAemiqu
et/ou glycinergique révele un input de typp @orsney & MacDermott, 2006; Keller et al.,

2007; Miraucourt et al., 2007). Il s’agit d'un réseau polysynaptique capable de transférer
l'information tactile non nociceptive — véhiculée par les afférencBs—Ades couches
profondes vers les neurones nociceptifs de la couche |. Cependant, dans les conditions
physiologiques, ce réseau n’est pas fonctionnel. C’est la perte d’inhibition qui permet son
expression et la transformation d’'un message indolore en message douloureux (Miraucourt et
al., 2007). Cette voie implique des interneurones exprimant layP&Copéere par
I'intermédiaire de neurones nociceptifs spécifiques qui ne portent pas le récepteur a la

neurokinine 1 (Figure 14) ; (Miraucourt et al., 2009). Les interneurones PKCalisés dans
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la couche lli (Malmberg et al., 1997), sont directement activés par les fibres myélinsées A

(Neumann et al., 2008).

Brain

AR

n-1v

O excitatory interneuron

Figure 14 : Circuit hypothétique du Sp5C a l'origine de I'allodynie mécanique dynamique

Les interneurones PKC de la couche |iforment une connexion monosynaptique excitatrice (glutamatergique)
avec des neurones de la couche lle. Eux-mémes ont une connexion monosynaptique excitatrice avec des
neurones de projection NKfgatifs de la couche I. Les interneurones #PKnt directement activés par des

afférences myélinisées de typf.AD’aprés Miraucourt et al., 2009)
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V. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA MIGRAINE

Historiquement, de nombreuses théories se sont succédées sur les mécanismes des
crises migraineuses. Durant les années 1960-1980, la migraine était attribuée a une
dysrégulation vasculaire selon le schéma suivant : I'aura résulte d’'une ischémie cérébrale
transitoire induite par une vasoconstriction artérielle et la céphalée, d’'une vasodilatation
« rebond » qui active les nocicepteurs périvasculaires (Wolff, 1963). Puis les premieres études
en neuro-imagerie fonctionnelle ont suggéré que la migraine résulte en fait d'un
dysfonctionnement des neurones corticaux et que les événements vasculaires ne sont que des
phénomenes secondaires. Dans cette derniere théorie, I'aura est liee a une dépression corticale
envahissante (cortical spreading depression ou CSD), mais les mécanismes de la céphalée ne
sont pas expliqués. Aucune de ces deux théories dites « vasculaire » et « neuronale » ne
permet d’expliquer toute la symptomatologie migraineuse.

La physiopathologie de la migraine est loin d’étre complétement comprise. Lors de la
crise migraineuse, plusieurs évenements ont pu étre observés, comme la vasodilatation des
vaisseaux méningés, la dépression corticale envahissante, 'augmentation de l'activité de
certaines zones du tronc cérébral. Mais les résultats sont souvent controversés. De plus, le lien

entre ces différents évenements n’est souvent pas connu.

1. Vasodilatation des vaisseaux et inflammation neurogene

Dans la région cranienne, la douleur est générée principalement dans les vaisseaux
sanguins de gros calibre et les méninges, deux tissus ayant une innervation trés riche
appartenant aux afférences primaires nociceptives de la division ophtalmique du nerf
trijumeau (Strassman et al., 2004). Le développement de la douleur migraineuse serait lié a
I'activation de ces afférences.

D’aprés la théorie vasculaire de la migraine, la dilatation des artéres de la dure-mére et
de la pie-mere active les afférences primaires et induit ainsi la céphalée migraineuse. Une
dilatation de I'artere méningée moyenne a été observée lors d’'une crise de migraine spontanée
(Wolff et al., 1963) ou provoquée par I'administration systémique de@FCGu histamine,
connus pour induire des crises de migraine ( Iversen et al., 1989; Lassen et al., 1995; 2002;).
Différentes techniques ont confirmé cette observation, comme le doppler (Nichols et al.,

1990), ou tres réecemment I'angiographie par résonnance magnétique (Asghar et al., 2011).

51



Enfin, un argument en faveur de cette théorie est I'efficacité des molécules entrainant
une vasoconstriction comme 'ergotamine et les triptans.

Mais cette théorie est remise en question pareguusiétuded] n'y a pas d’évidence
claire d’augmentation significative du diametre des artéres de la pie-mere (Zwetsloot et al.,
1993) ou de la dure-mére lors de la crise migraineuse provoquée par sildenafil (Kruuse et al.
2003), la nitroglycérine (Zwetsloot et al., 1993), le polypeptide intestinal vasoactif (Hansen et
al., 2006) ou l'adrénomedulline (Petersen et al., 2009). De plus, les agonistes sélectifs des
récepteurs 5HE n'ont pas d'effet vasoconstricteur et n’inhibent pas la vasodilatation
neurogénique dure-mérienne induite par le CGRP chez le porc (Williamson et al., 2001), mais
s’averent pourtant efficaces contre la douleur migraineuse (Goldstein et al., 2001).

Donc, a ce jour, nous ne savons toujours pas si une vasodilatation des vaisseaux
meéningeés intervient dans la physiopathologie de la migraine, ni a quel moment elle intervient.
Théoriguement, une vasodilatation méningée peut induire ou étre induite par I'activation des
nocicepteurs méningés. L’activation des nocicepteurs méningés par la vasodilatation peut
résulter de la stimulation des mécano-récepteurs présents dans les vaisseaux dilatés.
Inversement, initialement activés, les nocicepteurs méningés peuvent induire secondairement
une vasodilatation par relarguage de peptides tels que le CGRP, qui est le principal
neuropeptide libéré lors de l'activation des afférences trigémino-vasculaires pendant la
migraine (Sarchielli et al., 2000; Goadsby et al., 1990). Il serait un des éléments libérés lors
de l'inflammation des méninges. Le terme « inflammation neurogéne » désigne une cascade
de réactions inflammatoires, en I'absence de Iésion tissulaire, déclenchées par 'activation des
afférences primaires entrainant la libération de neuropeptides vasoactifs contenus dans ces

terminaisons (CGRP, SP et autres neurokinines) (Lassen et al., 1995; Iversen et al., 1989).
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2. Sensibilisation périphérique et centrale

La douleur pulsatile caractéristique de la migraine et son aggravation en condition
d’augmentation de pression intra-cranienne, telle que la toux ou l'activité physique, seraient
ddes a la sensibilisation périphérique des afférences trigéminales (Strassman et al., 1996).
Cette sensibilisation provoquerait une allodynie méningée, rendant sensible les fibres des
parois vasculaires aux pulsations.

Les afférences périphériques sensibilisées vont activer et sensibiliser les neurones du
Sp5C, provoquant une baisse de leur seuil d’activation, une augmentation de leur réponse aux
stimuli périphériques et un accroissement de la taille de leurs champs récepteurs méningé et
cutané (Burstein et al., 1998). Cette sensibilisation centrale s’exprime au niveau clinique par
la présence d’'une allodynie cutanée de la région périorbitaire (Burstein et al., 2000; Guy et
al., 2010) chez la majorité des patients migraineux. Lorsque la migraine persiste, cette
allodynie peut atteindre des régions extra-trigéminales incluant le cou et les membres
supérieurs (Burstein et al., 2000; Guy et al., 2010). Ce type d’allodynie extra-trigéminale
résulterait d’une sensibilisation centrale des neurones thalamo-corticaux (Burstein et al.,
2000). Le maintien de la sensibilisation centrale semble étre indépendant des afférences
périphériques. En effet, le blocage par anesthésie des afférences primaires de la dure-meére
suite a une stimulation chimique de la dure-mére n’inhibe pas I'hypersensibilité cutanée chez
le rat (Burstein et al., 1998). De plus, chez le rat, les triptans n'ont plus d’effet lorsque les
neurones de second ordre sont sensibilisés (Levy et al., 2004). Les triptans peuvent prévenir,
mais pas contrebalancer la sensibilisation centrale une fois celle-ci établie au sein des
neurones du Sp5C (Burstein & Jakubowski, 2004).

Cette sensibilisation centrale serait plutét liée a un phénomene de plasticité synaptique
au niveau notamment des neurones du Sp5C (Pietrobon & Striessnig, 2003) et/ou une
altération des voies de modulation endogene du message douloureux (PAG par exemple)
(Knight & Goadsby, 2001).

Si la céphalée migraineuse est induite par l'activation et la sensibilisation des
nocicepteurs meningés, quel mécanisme entraine cette activation/sensibilisation? Deux
mécanismes ont été proposés : la présence d’'un générateur endogene situé au niveau du tronc
cérébral et la CSD.
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3. Générateur endogene dans le tronc cérébral ?

L’origine de la migraine serait un dysfonctionnement temporaire dans les noyaux de
tronc cérébral qui sont impliqués dans le contrble central de la nociception (May & Goadsby,
1999; Goadshy, 2001).

Le premier élément en faveur de cette hypothése est que le positionnement
d’électrodes de stimulation dans la PAG dans le but de traiter des douleurs chroniques
rebelles peut induire des douleurs de type migraine chez des patients non migraineux (Raskin
et al., 1987).

Le second élément réside dans I'observation d'une augmentation du flux sanguin
cérébral confiné dans plusieurs régions du tronc cérébral pendant les attagues de migraine
(Cao et al., 2002; Weiller et al., 1995; Bahra et al., 2001). Bien que la résolution spatiale des
techniques d'imagerie ne permette pas une différenciation précise des noyaux du tronc
cérébral, en tomographie par émission de positrons, les foyers ou le flux sanguin est le plus
augmenté correspondent au noyau dorsal du raphé et au locus coeruleus, chez les patients sans
aura (Weiller et al., 1995) et au noyau rouge et la substance noire chez un patient présentant
une migraine avec aura lors d’'une crise spontanée (Welch et al., 1998). Le noyau rouge et la
substance noire sont les régions présentant 'augmentation de flux sanguin la plus importante
chez des patients migraineux avec ou sans aura lors d’études en IRM fonctionnelle lors de
migraines provoquées par des stimulations visuelles (Cao et al., 2002).

Cependant, I'activation de noyaux du tronc cérébral n’est pas observée chez tous les
patients lorsque I'on provoque une crise de migraine par stimulation visuelle (Cao et al.,
2002). De plus, l'activation de la substance noire et du noyau rouge n’est que de courte durée
et disparait avant la fin de I'aura lors d’une crise de migraine spontanée avec aura (Welch et
al., 1998). Toutes ces observations semblent donc contradictoires. De plus, elles n’expliquent
pas comment le systéme trigémino-vasculaire est activé. En effet, aucun lien direct entre
« générateur de la migraine » et activation du systeme trigémino-vasculaire n’a été démontré.
Il est possible qu’'un dysfonctionnement des noyaux du tronc cérébral facilite simplement
I'activation du systeme (Goadsby et al., 2002). En effet, un défaut des contréles descendants
entrainerait une diminution de l'inhibition des neurones du complexe sensitif du trijumeau et
les rendrait ainsi plus sensibles aux afférences trigémino-vasculaires. Un dysfonctionnement
dans le tronc cérébral pourrait donc étre nécessaire a la survenue de la migaine, par I'effet

permissif qu’il a sur I'excitabilité trigéminale centrale (Pietrobon & Striessnig, 2003).

54



4. Dépression corticale envahissante (CSD)

Elle a été mise en évidence par Leao dans le cortex du lapin (Leao, 1944). Elle est
caractérisée par une vague de dépolarisation neuronale intense et soutenue qui se propage de
facon lente (2 & 6 mm.nif) et génére de facon transitoire (de I'ordre de quelques secondes)
une activité électrique intense. Cette forte dépolarisation est suivie d’'une phase de dépression
de l'activité neuronale qui peut durer quelques minutes (Lauritzen, 1994). La phase de
dépolarisation est associée a une augmentation du flux sanguin cérébral ou hyperhémie, tandis
que la phase de dépression est liee a une réduction du flux ou oligémie (Lauritzen, 1994)
(Figure 15). Les corrélations entre aura migraineuse et CSD amenent a proposer que la CSD
est a l'origine de l'aura (Lauritzen, 1994; Olesen et al., 1981). L'imagerie par résonnance
magnétique fonctionnelle, dépendante du niveau d’oxygénation du sang (BOLD fRMI)
(Hadjikhani et al., 2001; Welch et al., 1998) et la magnéto-encéphalographie (Bowyer et al.,
2001) mettent en évidence des changements cérébro-vasculaires de type CSD dans le cortex
occipital des migraineux pendant la phase d’aura visuelle. En effet, il existe une corrélation
temporelle étroite, entre d’'une part, les manifestations initiales de l'aura (scintillements) et
'augmentation initiale du signal BOLD liée a une hyperhémie corticale, et, d’autre part, le
scotome qui suit les scintillations et la diminution subséquente du signal BOLD (Hadjikhani
et al., 2001).

On peut penser que les auras avec des symptdbmes moteurs ou sensoriels peuvent
résulter d’événement de type CSD mais qui auraient lieu dans les parties corticales motrices
ou sensorielles. De méme que la CSD pourrait se produire dans des régions du cortex

cliniguement silencieuses (Woods et al., 1994; Cao et al., 2002; Géraud et al., 2005).
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Inactivité newronale / Oligohémie

Figure 15 : Propagation des modifications de I'activité neuronale et du débit sanguin au cours
d’'une CSD

La CSD produit des modifications ioniques importantes, comme 'augmentation de la
concentration en ions 'K H", en NO, en acide arachidonique et en prostaglandines. Ces
substances sont susceptibles d’entrainer une activation et/ou une sensibilisation des afférences
trigémino-vasculaires (Strassman, et al., 1996). Induite expérimentalement par piqure ou
stimulation électrique, une CSD peut activer les afférences trigémino-vasculaires et produire
les manifestations de la crise migraineuse (Bolay et al., 2002). Chez le rat, on peut observer
que la CSD produit une extravasation des protéines plasmatiques a partir des vaisseaux
sanguins de la dure-mére et une augmentation de I'expression de Fos dans les neurones du
Sp5C.

Comment le cortex d'un patient migraineux serait-il prédisposé au développement
d'une CSD ?
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5. Altération de I'excitabilité corticale chez les patients

migraineux

Comme une hyperexcitation neuronale transitoire précede la CSD, on peut penser que
des modifications d’excitabilité corticale sous-tendent les crises de migraine.

Des signes de dysfonctionnement des cortex visuel, auditif et somatosensoriel,
compatibles avec une hyperexcitabilité corticale ont été détectés chez des patients migraineux
avec ou sans aura. Lors d’'une stimulation visuelle capable d’'induire une migraine, les patients
migraineux présentent des malaises et des illusions visuelles accrues par rapport aux sujets
contrdles, notamment chez les patients avec aura (Chronicle & Mulleners, 1996). Lors d’'une
stimulation magnétique trans-cranienne dans le cortex visuel, le seuil d’induction des
phosphénes est diminué pour une proportion élevée de patients migraineux avec ou sans aura
(Giffin & Kaube, 2002; Brighina et al., 2002). Cette hyperexcitabilité inter-ictale du cortex
visuel pourrait étre dide a une diminution de linhibition intra-corticale (Giffin & Kaube,
2002; Brighina et al., 2002). Par ailleurs, d’autres études de stimulation magnétique trans-
cranienne montrent que I'hyperexcitabilité serait plutot restreinte au cortex occipital car elle
n'a pas été mise en évidence dans le cortex moteur (Gunaydin et al., 2006). L’enregistrement
des potentiels évoqués montre (Giffin & Kaube, 2002) qu'il existerait une déficience des
capacités d’habituatidrchez les patients migraineux. Ce phénoméne d’habituation pourrait
refléter un mécanisme d’adaptation visant a protéger le cortex contre une « surcharge »
d’afférences sensorielles, déficient chez les patients migraineux. L’étude de I'évolution de ce
déficit est intéressante. On remarque qu’il augmente 5 jours avant la crise, qu’il est maximal
la veille de la crise et revient et se normalise 2 ou 3 jours aprés la crise (Giffin & Kaube,
2002). Cette « périodicité neurophysiologique » (Siniatchkin et al., 1999) pourrait étre a
I'origine de la CSD lorsque I'augmentation de I'excitabilité corticale coincide avec d’autres
facteurs favorisants (Figure 16). Elle pourrait aussi expliquer d’'une part les modifications
cliniques observées chez les patients migraineux quelques jours avant une crise (changements
d’humeur, de la vigilance, de I'appétit) mais aussi la sensibilisation accrue aux stimuli
sensoriels observés chez la plupart des patients migraineux. Ce phénomeéne d’habituation se

produit plus rapidement au niveau cortical qu’au niveau du neurone de premier ou de second

1 . . . e o zaz N . z . < <
Lors de stimulations visuelles ou auditives répétées a une certaine fréquence, les potentiels évoqués
chez les patients contr6les ont une amplitude qui décroit et une latence augmentée, ce que l'on appelle

habituation.
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ordre. Ces défauts d’habituation refleteraient alors bien un dysfonctionnement cortical et plus

exactement une hyperexcitabilité corticale (Giffin & Kaube, 2002).

Des anomalies de I'activité corticale pourraient étre a I'origine de la CSD (Pietrobon
& Striessnig, 2003), qui est I'évenement le plus probable a l'origine de l'activation du
systéme trigémino-vasculaire de la migraine avec aura et peut étre aussi de la migraine sans
aura. Des dysfonctionnements des noyaux du tronc cérébral impliqués dans les contrbles
descendants de la douleur peuvent exercer un rble permissif en favorisant I'’hyperexcitabilité

trigéminale.

Hyperexcitabilité corticale

v

CSh | == | Aura

Dysfonetionnement de TC

v

Activation / Sencibilisation de STV

V

Céphalée

Figure 16 : Proposition de mécanisme physiopathologique de la céphalée migraineuse
(d’aprés Pietrobon et Striessnig, 2003)
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VI. OBJECTIFS DE TRAVAIL

L’étude des modéles animaux de douleur chronique montre qu’une altération de
I'inhibition synaptique segmentaire contribue a I'émergence de symptdmes cliniques tels que
I'allodynie ou I'hyperalgésie. L’inhibition synaptique participe donc, au traitement normal de
'information sensitive nociceptive. Cependant, quel est son rble exact? L’inhibition
synaptique ne semble pas seulement prévenir une trop grande excitation des neurones de la
corne dorsale. D’'une part, la spécialisation des différents types récepteurs inhibiteurs, GlyRs,
GABAARs et GABARS, en fonction des couches de la corne dorsale suggere que chaque
type d’inhibition joue un rdle bien particulier. D’autre part, le blocage pharmacologique de
I'inhibition synaptique dans la corne dorsale a un effet qui varie en fonction de la modalité
sensorielle. A la suite du blocage des GlyRs et GAB# au niveau segmentaire, le tact
provoque une douleur (allodynie mécanique), alors que la perception d’'une stimulation
douloureuse, gu’elle soit mécanique ou thermique, est peu ou pas affectée (Beyer et al., 1985;
Sivilotti & Woolf, 1994b; Roberts et al., 1986; Yaksh, 1989; Sherman & Loomis, 1996). De
la méme facon, au niveau des neurones WDRs (enregistrés dans la corne dorsale profonde),
seules les réponses aux stimuli tactiles — mais non aux stimuli mécaniques nociceptifs — sont
augmentées apres désinhibition (Sorkin & Puig, 1996; Sorkin et al., 1998; Reeve et al., 1998;
Drew et al., 2004). Enfin, aussi bien pour les neurones NS de la couche | (Seagrove et al.,
2004) que les neurones WDR (Duggan et al., 1981; Reeve et al., 1998; Kontinen et al., 2001),
les réponses a la stimulation des fibres afférentes primaires de type A sont fortement
potentialisées alors que celles a la stimulation des fibres afférentes primaires de type C ne
sont pas modifiees ou méme diminuées. Dans ce scénario, I'inhibition contrdlerait plutét le
changement de fonction du systeme sensoriel qui, lors du processus de sensibilisation
centrale, passe d’'une nociception a haut seuil a une hypersensibilité a bas seuil (pour revue,
voir Latremoliere & Woolf, 2009). La premiere question est donc :

Comment 'inhibition synaptique segmentaire peut-elle moduler differemment les

inputs A et C cutanés ?

L'existence chez de nombreux patients d’'une allodynie mécanique au niveau de la
face lors de la crise de migraine mais également entre les crises (Guy et al., 2010; Burstein et
al., 2000) signe une altération de linhibition synaptigue segmentaire. Donc, I'inhibition
synaptique participe aussi au traitement de I'information sensitive nociceptive méningée. La

susceptibilité a la douleur migraineuse serait-elle dlie a un traitement particulier — notamment
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une moindre efficacité ou un role différent de linhibition synaptique segmentaire — de
I'information nociceptive méningée par rapport a celle du reste du corps ? La deuxiéme
guestion est donc :

Comment 'inhibition synaptique module-t-elle les inputs A et C méningés?

Pour répondre a ces questions, il est impératif de mesurer les inputs synaptiques des
fibres afférentes primaires dans les couches superficielles du Bp&@. Nous avons donc
développé une technique d’enregistrement des potentiels de champs trigéminaux évoqués par
la stimulation des afférences primaires cutanées et méningées dans le Sp5C chez I'animal
anesthésié. Ces potentiels traduisent l'activation des neurones de second ordre autour de
I'électrode par les fibres afférentes primaires, soit I'activité de la premiére synapse excitatrice
sur les voies des sensibilités nociceptives cutanées et méningées (Baldissera et al., 1981.;
Schouenborg, 1984; Shreckengost et al., 2010). Cette technique a été utilisée pour étudier les
propriétés de la potentialisation a long-terme de la synapse excitatrice fibre afférente primaire
de type C-neurone de la corne dorsale de la moelle lombaire (Liu et Sandkhuler, 1997 ; lkeda
et al., 2006). Nous avons préféré ces enregistrements de potentiels de champs aux
enregistrements en « single unit » de neurones de la couche I/ll. De tels enregistrements se
révelent trés instables. De plus, il s’agit de la réponse d’'un seul neurone. Enfin, cette réponse
neuronale est la résultante non seulement d’'inputs synaptiques, excitateurs et inhibiteurs, sur
cette cellule mais aussi de propriétés membranaires, les uns comme les autres pouvant
contribuer aux modifications de la réponse neuronale.

Nous avons compare I'effet des désinhibitions GABAergique et/ou glycinergique sur
les potentiels de champs évoqués par la stimulation des afférences primaires cutanées et
méningées dans le Sp5C.
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Abstract

Pathological disruption of local dorsal horn (DH) inhibition is thought to contribute to
persistent pain hypersensitivity. Inhibition in DH is mediated by glycine and GABA
acting upon glycine, GABA, and GABAg receptors. This raises the issue as to which
very function serve these different inhibitory systems. We investigated the impact of
segmental glycinergic, GABAergic and GABAgergic disinhibition upon A and C-fiber-
evoked field potentials in the rat superficial medullary dorsal horn (MDH) in vivo.
Pharmacological glycinergic and/or GABAsergic disinhibition strongly facilitates
polysynaptic A-fiber-evoked field potentials but, surprisingly, inhibits the whole C-fiber-
evoked field potential. The GABA receptor antagonist, phaclofen, reverses such
disinhibition-induced suppression of C-fiber-evoked field potentials. Moreover, the
GABA receptor agonist, baclofen, at low doses, can similarly selectively inhibit C-fiber-
evoked field potentials whereas, at higher doses, it depresses both A- and C-fiber-evoked
field potentials. Together, these results suggest that disinhibition-induced suppression of
C-fiber-evoked field potentials is due to the activation of presynaptic GABA receptors
on C-fiber terminals. Glycinergic and/or GABAaergic disinhibition are known to reveal
polysynaptic A-fiber inputs onto superficial DH/MDH neurons. Such A-fiber-evoked
polysynaptic pathways might simultaneously inhibit C-fiber inputs to DH/MDH neurons

by the way of last-order GABAergic interneurons and presynaptic GABA receptors.

Perspectives

Blocking local DH/MDH inhibition mimics the major characteristics of chronic pain
states. However, glycinergic/GABAergic and GABAgergic disinhibition produce

different pain syndroms. We show here that these two inhibition systems actually serve
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different functions in the DH/MDH, characterizing mechanisms that may account for

these two different pain phenotypes.
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INTRODUCTION

Clinical pain associated either with peripheral tissue damage and inflammation (inflammatory
pain) or with lesions to the nervous system (neuropathic pain) is characterized by persistent
pain hypersensitivity, including spontaneous pain (pain in the absence of any obvious
peripheral stimulus), hyperalgesia (increased responsiveness to noxious stimuli) and allodynia

(pain in response to normally innocuous stimuli).

It widely held that impaired synaptic inhibition within the spinal and medullary dorsal
horns (DH) — the first relays on noxious pathways — contributes to such persistent pain
hypersensitivity. There is evidence for reduced inhibitory mechanisms in many chronic pain
states, including those resulting from inflammatfomerve injury***°°® and spinal cord
injury?’. Synaptic inhibition in spinal and medullary DHs is mediated through activation of

ilonotropic — glycine ang-aminobutiric acid (GABA) A — and metabotropic — GAB —

3,35,39 %0,23,35,36,45,79

receptors. And, activation of local GAR as well as a GABA receptor

has proved to be highly effective against both inflammatory and neuropathic pain.

Synaptic inhibition in DH has been shown to serve several functions. Sensory modalities
are associated to DH lamination. Fine myelinated And unmyelinated C-fiber primary
afferents, including most nociceptors, terminate in superficial DH (laminae I/1l), whereas
thick myelinated AB-fibers, that transmit non-nociceptive informatidarminate in deeper
laminae (I1I/1V) (for review se®). And inhibitory systems in DH are assumed to, at least,
attenuate nociceptive responses to an appropriate level to prevent hyperalgesia, mute
nociceptive neurons in the absence of any sensory stimulus to prevent spontaneous pain, and
functionally separate pathways for different sensory modalities®\sétowever, glycine,

GABA, and GABAs receptors might not equally contribute to all these functions. Indeed,

disruption of glycine, GABA and GABAs synaptic inhibition differentially affect sensory
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modalities. On the one hand, following pharmacological blockade of local glycine and
GABA receptors, touch can elicit a pain behavior (allodynia), while noxious mechanical and
heat perceptions are little or not affect&tf°>>64¢78>gjmijlarly, responses of deep DH wide
dynamic range (WDR) neurons to innocuous, but not noxious, mechanical stimulations are
enhancet!>*"*" Finally, responses of lamind*{#®*"8and WDR?***3neurons to A-fiber

inputs are strongly potentiated whereas those to C-fiber inputs remain unaffected or even

depressed.

Conversely, pharmacological blockade of local GABAeceptors produces tactile
allodynia as well as thermal hyperalg&3iéut se&). Similarly, both acute thermal and
mechanical thresholds are reduced in GABreceptor knock-out mié&®> And local
application of GABA receptor antagonists has no effect on the neuronal or field potential
responses to A-fiber activation but facilitates those to C-fiber actidflofihat disrupting,
on the one hand, glycine and GABAnNd, on the other hand, GABAynaptic inhibitions
have different functional consequences strongly suggests that glycine, GABAGABA;

receptors have distinct physiological roles.

To investigate hovglycine, GABA, and GABAs receptor-mediated inhibition airt vivo
on AB-, As- and C-fiber-evoked activation of neuronal circuits superficial DH, we
characterized the effect of locally applied glycine, GABAnd/or GABAs receptor-
antagonists on f, Ad- and C-fiber-evoked field potentials in superficigminae I-II)
medullary dorsal horn (MDH), the major target to small diameterakd C-fiber primary
afferents from the face, mouth and meninges, in anaesthetized fatsA& and C-fiber
primary afferents to superficial MDH were activated by transcutaneous electrical stimulation

of the face.
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MATERIAL AND METHODS

Animal preparation

Animals were prepared as previously describ&d Briefly, animals were anesthetized with

2% halothane (66% N{ZB3% (). After intramuscular injection of 100 pg atropine sulfate,

the trachea was cannulated and the carotid artery and external jugular vein catheterized.
Animals were then paralyzed by an intravenous perfusion of vecuronium bromide (2.4 mg/h)
and artificially ventilated with a volume-controlled pump (54-55 strokes/min). Levels of
halothane, @ N,O, and end-tidal C®(3.5-4.5%) were measured by an anesthetic gas
analyser (Vamos, Drager, Lubeck, Germany) during the entire experimental period. These
parameters were digitally displayed and under the control of alarms. The arterial catheter was
attached to a calibrated pressure transducer (UFI, Morro Bay, CA, USA) connected to an
amplifier (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) for continuous monitoring of the mean arterial
blood pressure (90-110 mm Hg). The analog output from the blood pressure amplifier was
connected to a computer data sampling system (Cambridge Electronics Design 1401
computer interface; Cambridge, UK). Heart rate was continuously monitored and cutaneous
vascularization periodically checked by observing the color of the paw extremities and the
rapidity by which they regained normal color after pressure application. Colorectal
temperature was kept constant at 38 + 0.5 °C by means of a feedback-controlled heating
blanket. Surgical level of anesthesia was verified by a stable mean arterial blood pressure and

a constant heart rate during noxious stimulation.

The animals were placed in a stereotaxic frame with the head fixed in a ventroflexed
position (incisor bar dropped 5 mm under the standard position) by means of an adapted
metallic bar. To expose the MDH, the overlying musculature, atlanto-occipital membrane and
dura mater were removed. After surgery, halothane was reduced to 0.6-0.7% and maintained

at this level during recordings. All exposed nervous tissues were maintained wet with warm
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ACSF (pH 7.4) containing (in mM): 125 NaCl, 26 NaH{£ Q.5 KCI, 1.25 NakPO,, 2

CaCb, 2 MgS04, and 25 glucose.

Drug preparation and delivery
In this study, receptor agonists and antagonists were applied either locally, directly into the
cisterna magna over the MDH which had been previously exposed (see above) or
intravenously (i.v.). Drugs used for intracisternal (i.c.) application included strychnine
bicuculline, phaclofen, baclofen and 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX), all
purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). Stock solutions were obtained by
dissolving drug powder in distilled water (strychnine, bicuculline) or DMSO (CNQX,
phaclofen, baclofen). A fixed 10 pl volume was used for i.c. administration. Stock solutions
were diluted in ACSF (see above) immediately before delivery at final concentrations
(strychnine: 2 mM; bicuculline: 1 mM; phaclofen: 10 mM; baclofen: 0,07-7 mM; CNQX: 1
mM). l.c. applied doses were selected according to those used in previous experiments:
strychnine (i.c. 20 nmol compared with intrathecal 2-550 rith8t*>3%3%" picuculline (i.c.
10 nmol compared with intrathecal 3-300 nrfit}), phaclofen (100 nmol compared with
intrathecal 4-80 nmdlj*>®®and baclofen (0.007-0.7 nmol compared with intrathecal 0.05-17-
5 nmol)'°,

Both morphine (3 mg.k§ morphine chlorhydrate, CMD Lavoisier, Paris, Frafftand
naloxone (0.4 mg.kY naloxone chlorhydrate, Narcan®, Bristol-Myers-Squibb, Itdliakre

I.v. applied.

Cutaneous stimulation and electrophysiological recordings

Field potentials were evoked by electrical stimulation (1 ms, 0.066 Hz) of the upper lip —
innervated by the maxillary trigeminal nerve (V2) —, using two subcutaneous needles, and
recorded using a tungsten microelectrode (04, M/orld Precision Instruments, Sarasota,

Florida). Recording sites within MDH were adjusted to yield maximal C-fiber field potentials.
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As shown in Fig. 1A, sites were consistently within superficial Mtfiliin the area where V2
primary afferents terminate. Data were captured using two bandwidths to concomitantly
record field potentials (300-1®z) and action potentials (1-1Bz) of nearby neurons at the
same site. Data were analyzed by a CED 1401 interface coupled to a Pentium computer with

Spike 2 software (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK).

When stimulus intensity was appropriate to recruit both A- and C-fibers (5—-20 mA), test
stimuli evoked three different field potentials. It is now well established that, in control
conditions, the extracellular field potentials evoked by afferent stimulation predominantly
reflect the population monosynaptic EPSPs of nearby nelftotisikely because neurons in
superficial DH receive monosynaptic excitatory connections from primary afferents as well as
closely timed disynaptic inhibiti$A Such synchronized synaptic inhibitory input precludes
large diffusion of excitation through local polysynaptic circuits. The conduction velocities of
the primary afferent fibers initiating these field potentials could thus be easily computed on
the basis of measurements of (1) the distance between the cutaneous stimulation site and the
trigeminal ganglion (~30 mm) and between the trigeminal ganglion and the central recording
site (<15 mm) and (2) latencies (including the 1 ms synaptic delay). These calculations
assume a straight line between the trigeminal ganglion and MDH; without a loop through the
trigeminal subnuclei oralis and interpolaris. The relative contribution of MDH population
postsynaptic potentials or the afferent volley to the field potential with the shortest latency
was tested by examining the effects of i.c. application of the antagonist of AMPA/kainate
glutamate receptors, CNQX (1 mM; n=2) on field potentials. Blockade of AMPA-mediated
fast excitatory synaptic transmission resulted in a dramatic decrease in the amplitude of all
three field potentials, including the earliest one, arguing that this early potential represents the
population monosynaptic EPSPs of nearby neurons rather than the afferent volley. That, at
high dose (0.7 nmol; n = 3), the GABAeceptor antagonist, baclofen, similarly depresses

this early potential is also consistent with this conclusion (Fig. 6C).
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Data analysis and statistics

Blockade of segmental glycine and GABAeceptors is known to enhance electrical
responses evoked polysynaptically by A-fiber primary afferents in both DH and MDH,
vitro’® as well asin viva**®. Therefore, to determine which parts — early (monosynaptic)
and/or late part (polysynaptic) — of A-fiber-evoked field potentials are potentiated, we
measured the amplitude of the field potentials at different delays — peak mitdntial,
minimum between the*land 2 potentials, peak of thé®3otential — and times to peak of

the T and 2 potentials. The "3 potential was assessed as the area between the recorded
wave-form signal and a straight line tangential to it, before and after the field potential (see
Fig. 1D). Data were normalized to the averaged value obtained during the 10 min period
before drug application. Studetitest, paired-test and Mann-Whitney rank sum test were
used for statistical analysis and p<0.05 was considered significant. Means are given as means

+s.e.m..

Histology

At the end of experiments, electrolytic lesions were performed at the recording sites by
passing through the tip of the recording electrode a direct anodal current (20 pA for 20 s).
Rats were killed by an overdose of halothane, brains removed and put into fixative
(formaldehyde: 25%) Ninety pum-thick transverse sections were cut from brainstems using a

freezing microtome and observed under microscope.

RESULTS

Properties of field potentials evoked in superficial MDH by cutaneous stimulation

Electrical stimulation of the skin evoked two successive negative potentials in superficial
MDH (latency to onset and to peak of th& potential: 1.6 + 0.0 and 2.7 = 0.1 ms,

respectively, and™ potential: 5.8 + 0.2 and 15.8 + 0.1 ms, respectively; n = 16; Fig. 1B). On
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increasing stimulus intensity, an additional negative, long latency (latency to onset and to
peak 46.5 + 2.4 and 71.4 + 2.3 ms, respectively; n = 16) was observed. This late field
potential was typically superimposed on tH8 @ne. The amplitudes of the three negative
field potentials plateaued as stimulation intensity was further increased (Fig. 1C)‘.j fiblel 3
potentials had significantly higher thresholds (1.9 £ 0.4 mA compared with 0.2 = 0.1 mA for
the two first field potentials, p < 0.001; n = 14) and reached its maximum amplitude at higher
intensities than the two first ones. This resulted in a rightward shift in its stimulus-response
curve compared with those of the two earlier field potentials (Fig. 1C).

The estimated conduction velocities of primary afferent fibers eliciting the"d and
3 potential €81.8, <9.4 and <1.0 m.§, respectively; see Material and methods)
corresponded to those expected fd¥-,AAS- and C-fiber primary afferents. Field potentials
and action potentials of neighboring single neurons elicited by the same cutaneous
stimulation, were recorded with the same electrode but with different filter settings (see
Material and methods). From the example in Fig. 1D, it is clear thaf‘tfiel8 potential and
late burst discharges have the same delay (about +50 ms) and that the amplitude of the field
potential and number of spikes in the discharge are correlated. This was observed in all rats
studied exhibiting spikes with large amplitudes (n = 8). Since burst discharges at latencies
>30 ms are known to be elicited by C-fiber primary afferérfs these results strongly
suggest that theéBfield potential is evoked by C-fiber activation.

Therefore, our results suggest thdt 2 and & field potential reflect the excitatory
response of nearby neurons in superficial MDH to activationfef As- and C-fiber primary
afferents, respectively. These potentials will thus be referred tg3gsA8- and C-fiber field

potentials in the remainder of the paper.
C-fiber field potential is selectively abolished by systemic morphine.

The relatively high threshold current for evoking tH&fld potential and its long latency

already strongly suggests that this potential is evoked by C-fiber activation. To confirm this
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hypothesis, we tested the effect of systemic application of the opioid receptor agonist,
morphine, on field potentials in superficial MDH. Systemic morphine has previously been
shown to reduce the responses of neurons to specifically C-fiber activation both in spinal
DH%*?">and MDH?. I.v. morphine (3 mg.kQ quickly reduced, if not completely suppressed
(see example in Fig. 2A), C-fiber field potentials (+10 min after injection: 26.1 + 11.7% of
baseline; p < 0.01; n = 6; Fig. 2B). This effect was specific of C-fiber field potentials as
neither A3- nor Ad-fiber field potentials were affected (+10 min aftgjection: 110.4 + 4.2%

and 102.5 £ 1.7% of baseline, respectively; n = 6; Fig. 2B). Depression of C-fiber field
potentials was reversed by i.v. injection of the opioid receptor antagonist, naloxone (Fig. 2 A,

B), thus confirming that it was actually due to the activation of opioid receptors.

Blocking segmental glycine and GABPAeceptors potentiates A-fiber field potentials and

concomitantly inhibits C-fiber ones

The effect of blocking segmental glycinergic inhibition was assessed in 9 animals (Fig. 3).
Following i.c. application of the glycine receptor antagonist, strychnine (20 nm®!)as$\
well as A-fiber field potentials were potentiated. The effettstrychnine was apparent as
soon as 2 min after application and a complete potentiation was seen at 10-12 min (Fig. 3A).
Such potentiation appeared to involve the late parts of bpttard AS-fiber field potentials.
The late part of the Bfiber field potential was potentiated (226.9 + 26.8f baseline; see
Material and methods) while its peak was not affected (amplitude: 106.0 + 7.4% of baseline)
(see example in Fig. 3A). Similarly, the peak of th&fiber field potential was potentiated
(155.9 + 8.1% of baseline; p<0.001) and concomitantly delayed (from 13.6 + 0.4 t0 21.8 + 1.7
ms, p < 0.001) (Fig. 3A, C). On the other hand, the whole C-fiber field potential was
concomitantly strongly, if not completely, inhibited (15.4 £ 7.2% of baseline; p<0.001; Fig.
3A, C). All these modifications were reversible upon washout (Fig. 3A).

That the response of MDH neurons to C-fiber activation was depressed whereas that to

A-fiber activation was enhanced strongly suggests that the suppression of C-fiber field
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potentials was due to presynaptic inhibition. Both GAB#d GABA; receptors are present

on primary afferent terminals in the spinal cord (for review'$e®Ve first tested whether
blocking GABAa receptors could prevent strychnine-induced suppression of C-fiber field
potentials. Co-applied i.c. strychnine (20 nmol) and bicuculline (10 nmol) led to the very
same effect as strychnine alone (n=3; not shown). I.c. bicuculline (10 nmol; n=7) alone, too,
produced the very same changes pi,A\6- and C-fiber field potentials as i.c. strychnine: n
change in the peak ofpAfiber field potentials (10-12 min after i.c. bicdlioe: 100.9 + 2.6%

of baseline), potentiation of the late part ¢f-fber field potential (140.0 £ 17.5%, p < 0.05),
potentiation of A-fiber field potential (139.1 + 12.4%, p < 0.05) astdong, if not complete,
inhibition of C-fiber field potentials (15.6 £ 8.4, p < 0.001) (see example in Fig. 3B). It is
noteworthy, however, that 10 nmol i.c. bicuculline produced a smaller potentiation in both
AB- and A-fiber field potentials than 20 nmol i.c. strychnife < 0.05; Fig. 3C). On the

other hand, bicuculline and strychnine similarly depressed C-fiber field potentials (Fig. 3C).

Blocking GABA receptor reverses strychnine-induced suppression of C-fiber field

potentials.

We thus tested whether strychnine-induced suppression of C-fiber field potentials was due to
activation of GABAs receptors. We applied the GABAeceptor antagonist, phaclophen,
together with strychnine (n=11; Fig. 4). Co-applied i.c. strychnine (20 nmol) and phaclofen
(100 nmol) produced the very same potentiations of the late component di-theeA(10-

12 min after i.c. application: 214.3 + 2.4% of baseline, p < 0.001; compared with 226.9 +
25.8% following strychnine alone) anddAiber field potentials (10-12 min after i.c.
application: 143.5 + 6.0 of baseline, p < 0.001; compared with 155.9 + 8.1% following
strychnine alone; Fig. 4B). But phaclofen completely reversed strychnine-induced
suppression of C-fiber field potentials (10-12 min after i.c. application: 102.3 =+ 14.1% of

baseline; compared with 15.4 + 7.2% following strychnine alone, p < 0.001; Fig. 4A, B).
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GABA; receptor preferentially modulate C-fiber field potentials

These results suggest that GABReceptors are activated upon glycinergic and GA&4ic
disinhibition and account for the suppression of C-fiber field potentials. To test this
hypothesis we i.c. applied phaclofen, also in control conditions. I.c. phaclofen (100 nmol)
selectively potentiated C-fiber field potentials (+5 min after i.c. application: 144.8 = 6.7% of
baseline, p < 0.01; n = 7),fAand A-fiber field potentials being not affected (101.2.5%

and 100.7 + 2.9% of baseline, respectively; Fig. 3). Phaclofen-induced selective potentiation

of C-fiber field potentials was progressively reversible upon washout.

We also tested whether pharmacological activation of segmental GAd&&ptors can
conversely selectively inhibit C-fiber field potentials. Local application of the GABA
receptor agonist, baclofen, is known to inhibit C fiber-evoked response in DH nédfons
However, such inhibition has been shown to be selective of C fiber-evoked neuronal
responses as well as to affect both C- and A-fiber-evoked dha&/e hypothesized that such
difference in baclofen selectivity was dose-dependent. We therefore assessed the effect of
increasing doses of i.c. baclofen (Fig. 6). Low doses of baclofen (0.007 nmol) had very little
effect on only C-fiber field potentials (83.7 = 1.2% of baseline, p < 0.001; n p4pmd A-
field potentials being not affected (95.1 + 2.9% and 95.6 = 1.2% of baseline, respectively).
I.c. application of 0.07 nmol of baclofen (Fig. 6A) produced a rapid and powerful, if not
complete (Fig. 6A), reduction in C-fiber field potentials in all rats (25.9 + 10.5% of baseline,
p < 0.01; n = 5). This effect again preferentially involved C-fiber field potentials (p < 0.001)
since A3- and A-field potentials were hardly depressed (87.2 + 4f%aseline, n.s. p =
0.065 and 86.3 + 3.8% of baseline, p < 0.05). The effects of 0.07 nmol i.c. baclofen
progressively recovered, though incompletely, within 1 h (Fig. 6A). The effect of these low
doses of baclofen on theBA Ad- and C-fiber field potentials are summarized inufey 6B.
Finally, i.c. application of higher doses of baclofen (0.7 nmol) led to a strong depression of

the three field potentials of all rats (n = 3; see example in Fig. 6C) and did not show any sign
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of recovery during recording (not shown). It is clear that baclofen at these high concentrations

produces extremely prolonged effects.

DISCUSSION

We show that transcutaneous electrical stimulation of the face evokes three negative field
potentials with different latencies in superficial MDH. The estimated conduction velocities of
the primary afferent fibers eliciting these field potentials are within fhe A5- and C-fiber
ranges, respectively. Systematic application of the opioid receptor agonist, morphine,
suppresses specifically C-fiber field potentials and this is reversed by systematic naloxone.
Following i.c. application of glycine or GABAreceptor antagonists, the late components of
both A3- and A-fiber field potentials are strongly enhanced wherd® whole C-fiber field
potential is decreased, if not completely suppressed. Blocking segmental {GAB&#ptors
reverses such suppression of C-fiber field potentials. Interestingly, it also selectively
potentiates the whole C-fiber-evoked field potential under control conditions. Finally, at low
doses, baclofen inhibits selectively C-fiber field potentials whereas, at higher doses, it
depresses both A- and C-fiber field potentials.

Estimated conduction velocities suggest that tffefigld potential is due to the
activation of second order neurons by C-fiber primary afferents in superficial MDH.
However, that this field potential is consistently superimposed on ther2 raises the
question as to whether it is generated, as théield potential, by A-fiber primary afferents
but with slower conduction velocities. This is unlikely. First, thi& f8eld potential, in
addition to a longer delay, has a higher threshold than the two first*6heSuch high
threshold strengths are within the range of those eliciting C-fiber inputs to trigeminal neurons
in comparablein vivo recordings (1.92 + 0.36 m#s 8.1 + 0.7 mA ). And the ratio
between the thresholds for evoking the first two and théedd potentials (~10) is similar to

that between stimulus strengths for activatingy And C-fiber primary afferents (~5) bat
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vivo® andin vitro’”"® Finally, this & field potential, but not the two first, is completely
abolished following systemic morphine. Either systemic or local application of morphine is
known to predominantly reduce C-fiber-evoked neuronal responses or field potentials, with
much less or no effect on A-fiber-evoked responses, both in spin&f?Dtand MDH®*2
Altogether, long latencies, high thresholds and susceptibility to opioid receptor activation are
all consistent with our conclusion that thd field potential is evoked by C-fiber primary
afferents.

C-fiber field potentials are selectively decreased following i.c. applied low doses of
baclofen and enhanced after i.c. phaclofen. This is in agreement with previous reports
showing that baclofen can depresse neuronal responses to noxious mechanical, but not to
tactile, stimulations”*°, and more C- than & and AB-fiber-evoked neuronal responsé&%

And phaclofen is known to selectively potentiate C-fiber-evoked neuronal resffoasds

field potentialé. GABAg receptors are present at pre- and post-synaptic loci (for reviw see
Activation of postsynaptic GABAreceptors can hardly account for our results. Most C-fiber
primary afferents would have to terminate on a subpopulation of DH neurones which would
exclusively receive C-fiber primary afferents. Most lamifa®d and 1£%®® neurons are
innervated by both C- andéAiber primary afferents. The selective suppressdrC-fiber

field potentials is much more likely due to the activation of GABAceptors on C-fiber
terminals. First, that rhizotomy as well as neonatal treatment with capsaicin produce a similar
50% reduction in GABA binding sites within superficial D¥°* suggests that GABA
receptors are mostly located on C-fiber terminals. Second, pre-synaptic gSreBaptors
appear to be preferentially activated compared with postsynaptic ones. While baclofen, at low
concentrations, attenuates synaptic transmission, larger concentrations are needed to also
hyperpolarize postsynaptic motoneufdnsimilarly, under conditions where GABA released

is insufficient to affect postsynaptic GARAreceptors at lamina | inhibitory synapses,

significant activation of presynaptic GABAeceptors can still occlir This suggests that, at
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low doses, baclofen selectively decreases C-fiber field potentials because it preferentially
activates presynaptic GABAreceptors on C-fiber terminals whereas, at higher doses, it also
activates postsynaptic GABAeceptors, depressing both A- and C-fiber field potentials. This
also further confirms our conclusion that C-fiber primary afferents initiate thdie®d
potentials.

Following glycinergic and GABAergic disinhibition, the whole C-fiber field potential
is selectively decreased, if not completely suppressed, while A-fiber field potentials are either
not affected (early component) or potentiated (late component). Such selective depression of
C-fiber field potentials is prevented by i.c. phaclofen. These C-fiber field potentials, were
nevertheless not as potentiated as those following phaclofen alone (102.3 £ 14.1% compared
with 144.8 + 6.7% of baseline, p < 0.05), suggesting that 100 nmol phaclofen had not
completely relieved strychnine-induced depression of C-fiber field potentials. One possible
interpretation of our results is that disinhibition facilitates the recruitment of inhibitory
interneurons and, in turn, the activation of GABAeceptors on C-fiber terminals, likely
through local excitatory polysynaptic circuits. Neurons in superficial DH receive
monosynaptic excitatory connections from primary afferents as well as closely timed
disynaptic inhibitioi’. Synchronized synaptic inhibitory input precludes large diffusion of
excitation through local polysynaptic circuits. Disruption of DH inhibition relieves
polysynaptic circuits. Following glycinergic and/or GARB&tgic disinhibition, the late parts
of A-fiber field potentials considered as polysynaptic are enhanced (present resi)lenand
polysynaptic inputs onto lamin&1"®and If neurons facilitated.

In addition, conditioning stimulation of A-fiber primary afferents is known to inhibit C-
fiber inputs to DH via activation of GABA receptors. Repetitive stimulation of either
peripheral nerves, at stimulus intensities sufficient to only excite lgigayklinated afferent

fibers3! or their collaterals in the dorsal colufhnsuppresses noxious heat-evoked

discharges in DH neurons. Repetitive stimulation of peripheral nerves also inhibits C-fiber-
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evoked responses in DH neur6fis Similarly, long, repetitive transcutaneous electrical nerve
stimulations (TENS), or TENS-like stimulations of adjacent nerves, that activate A fibers,
increases tail-flick laten&}® and reduces both C-fiber-evoked flexion refféX and
responses of DH neurorf8?’*? Increasing intensity, to strengths that activag&fiber
primary afferents, might produce greater inhibift$. A-fiber-dependent control of C-fiber
inputs involves segmental mechanisms as it also occurs in spinal diimMafé® It involves
GABAergic inhibitory interneurons. Brushing skin hafrer stimulating nerves, at stimulus
intensities just enough to activate A-fiber primary affer@rifcan increase the excitability of
C-fiber primary afferents, through presynaptic GABAeceptors. However, GABA
receptor-mediated excitability changes in C-fiber primary afferents appear to be much smaller
than in A-fiber primary afferent$ suggesting that other mechanisms are involved in
presynaptic inhibition of C-fiber primary afferents (but®gfor review se¥). Together with
previous evidence that activation of GABAut not of GABA,, receptors inhibits substance

P release from peptidergic C-fiber termifaf and mediates intersegmental A-fiber-
dependent control of C-fib& our results suggest that A-fiber-dependent inhibition of C-
fiber inputs rather acts via GABAeceptors.

That pharmacological and genetic impairment of GABAceptors decreases thermal
and mechanical threshofd§>®? (but seé”) facilitates C-fiber-evoked neuronal and field
potential responses in DH (present results®ahd suggest that there is an endogenous
GABAGg receptor tone. Tonic inhibition has been identified as a key regulator of inhibitory
tone in DH™ Therefore, an alternative possibility to account for our results is that
endogenous GABA receptor tone is facilitated by glycinergic/GAB&rgic disinhibition.
However, it is noteworthy that such disinhibition-induced depression of C-fiber inputs has not
been previously reported in DH (see for inst&hcEhis suggests that a difference in the DH

and MDH neuronal networks rather accounts for such discrepancy.
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Trigeminal circuits appear particularly prone to A-fiber-dependent control of C-fiber
inputs. First, such control is limited in time (maximum at 20-40’isProvided that the
delay between A- and C-fiber-evoked activations of DH neurons is too long — 80-130 ms in
lumbar DH*®L| the A-fiber-evoked activation of polysynaptic circuits has already vanished
when C-fiber primary afferents activate DH neurons. The distance skin-MDH (~4.5 cm), and
thus the delay between A- and C-fiber-evoked activations of MDH neurons are much shorter.
A- and C-fiber primary afferents will easier interfere with each other. Second, the A/C fiber
ratio is larger in trigeminal sensory roots than in spinal dorsal ones (40-50% compared with
up to 80% of unmyelinated fiber§f*®° A-fiber-dependent control of C-fiber inputs might
thus be facilitated in upper segments of the body.

In conclusion, our results suggest that A-fiber primary afferents activate polysynaptic
excitatory pathways which, in turn, activate GABAergic neurons, inhibiting C-fiber inputs via
GABAGg receptors. The two inhibitory systems, glycinergic/GARAgic and GABAergic,
would thus serve very different functions. Such differences might account for the very
different pain syndromes following impairment of these inhibitory systems. Though we
cannot determine which A-fiber primary afferentsp(And/or A) activate polysynaptic
circuits, our results might be interpreted in the view of the gate control fhebigwever, it
is noteworthy that glycinergic/GAB#£ergic disinhibition, as it inhibits C-fiber inputs, also
unmasks innocuous inputs to superficial DH nociceptive specific neurons, turning touch into
pain®’® DH neuronal networks might thus be functionally reoriented to serve pain modalities
with high sensory-discriminative information such as mechanical allodynia conveyed by
rapidly conducting A-fiber primary afferents which, by preventing comsavith the
damaged part, facilitates wound repair. Thus release of glutamate from a TRPV1
subpopulation of neurons has been shown to both transmit thermal pain and, simultaneously,
prevent excessive scratching by activating inhibitory interneurons projecting onto second

order neurons on itch pathways®
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Legends to figures

Figure 1. Field potentials evoked in the superficial MDH by electrical stimulation of the

skin. (A) Light micrograph of the MDH (frontal plane). Lamina Il appears as a clear band.
The electrolytic lesion corresponding to the recording site (arrow) is located in superficial
MDH, right in the projection area of V2 primary afferents. Scale bar: 1 mm. (B) Left:
Superimposed field potentials recorded in superficial MDH following electrical stimulation of
the upper lip at increasing strength (from 0.05 to 30 mA; 1 ms duration). Each trace is the
average of 10 successive responses (0.03 Hz). Middle: At expended time scale to clearly show
the earliest, B-fiber field potential. On increasing stimulatiomestgth, the amplitudes of the

two earliest, 8- and A-fiber field potentials progressively increase antlied, C-fiber field
potential appears superimposed on the repolarizing phase of the second one. Right:
Superimposed C-fiber field potentials evoked by 5 (thin trace) and 30 mA (thick trace)
stimulations. Note that the initial slope of the thick trace is steeper than that of the thin one.
(C) Normalized — to each maximum — amplitudes pf fempty diamonds) anddAfiber field
potentials (empty squares) and area of the C-fiber field potential (solid diamonds) are plotted
against stimulation strength (same experiment as A). Note that the amplitude/area of each
field potential plateaus (left) and that the threshold for the C-fiber field potential is higher
than those for A-fiber ones (right). (D) C-fiber evoked action potentials and field potentials
are highly correlated (same experiment as A). The number of action potentials recorded
between 30 and 300 ms post-stimulus is plotted against the area of the C-fiber-evoked field
potential (left). Regression line (stipple line): y = 0.5875 x -3.1585 £R0.8656).
Simultaneously recorded action potentials (upper right) and field potentials (lower right) to 5

and 30 mA stimulations.
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Figure 2. Morphine selectively depresses C-fiber field potentials in superficial MDH. (A)

Effect of i.v. injection of morphine (3 mg.Kyand naloxone (0.4 mg.Ry on the amplitudes

of AB- (empty diamonds) and &Afiber field potentials (empty squares) and are&diber

field potentials (solid triangles) in a typical experiment. The traces are superimposed field
potentials (right: at expended time scale to clearly shpviil#er field potentials; each trace is

the average of 5 successive recordings, 0.03 Hz) recorded immediately before (solid thin
trace), 10 min after i.v. morphine (solid thick trace) and 10 min after i.v naloxone (stippled
thick trace). Systemic morphine leads to a fast and complete suppression of the C-fiber field
potential that reverses upon systemic naloxorfe, ahd A-fiber field potentials remaining
unaffected. (B) Group data of the effect of i.v. morphine (3 my.kack bars; n=6) and its
reversal by i.v. naloxone (0.4 mgkglight grey bars; n=4) on (x, Ad- and C-fiber field
potentials. Amplitudes/areas, measured 1 min before (dark grey), 10 min after i.v. morphine
(black bars) and 10 min after i.v. naloxone (light grey) are normalized to the average
amplitude/area during the 10 min before morphine. ** indicates statistical significance:

p<0.01.

Figure 3. Strychnine and bicuculline concomitantly potentiate A-fiber field potentials

and inhibit, if not abolish, C-fiber field potentials in superficial MDH. (A) Effect of i.c.
strychnine (20 nmol) on the amplitudes gi-A- peak (empty diamonds) and late component
(empty triangles) — and Afiber field potentials (empty squares) and are&dtber field
potentials (solid diamonds) in a typical experiment. The traces are superimposed field
potentials (b, at expended time scale to clearly sh@wahd A-fiber field potentials; c, at
expended time and amplitude scales to clearly show C-fiber field potentials; each trace is the
average of 5 successive recordings, 0.03 Hz) recorded immediately before (solid thin trace)
and 10-12 min (solid thick trace) and 55-57 min after i.c. strychnine (stippled thick trace).
Application of strychnine leads to reversible concomitant potentiationpefaAd As-fiber

field potentials and depression of the C-fiber one. (B) The traces are superimposed field
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potentials (average of 5 successive recordings, 0.03 Hz) recorded immediately before (solid
thin trace) and 10-12 min (solid thick trace) after i.c. bicuculline (10 nmol). Application of
bicuculline leads to concomitantly a potentiation d¢f-And A-fiber field potentials and,

here, a complete suppression of the C-fiber field potent@). Cumulative histograms
showing the effect of i.c. applied strychnine (20 nmol; n=9; solid lines) and bicuculline (10
nmol; n=7; dotted lines) ondA (thin lines) and C-fiber field potentials (thickés) in every
experiment.

Figure 4. Phaclofen prevents strychnine-induced depression C-fiber field potentials in
superficial MDH. (A) Effect of i.c. co-application of phaclofen (100 nmol) and strychnine
(20 nmol) on the amplitudes offfA — peak (empty diamonds) and late component (empty
triangles) — and Afiber field potentials (empty squares) and are&diber field potentials

(solid diamonds) in a typical experiment. Traces are superimposed field potentials (b, at
expended time scale to clearly sho-Aand A-fiber field potentials; c, at expended time

and amplitude scales to clearly show C-fiber field potentials; each trace is the average of 5
successive recordings, 0.03 Hz) recorded immediately before (thin trace), 20 min (thick trace)
after i.c. phaclofen + strychnine. Co-applied phaclofen and strychnine produce a strong
potentiation of both A- and C-fiber field potentials. (B) Cumulative histograms showing the
effect of i.c. applied strychnine (20 nmol; n = 9; dotted lines; the same as in Fig. 3) and
phaclofen (100 nmol) + strychnine (20 nmol) (n = 11; solid lines) &n(Ain lines) and C-

fiber-evoked field potentials (thick lines) in every experiment.

Figure 5. Under control conditions, phaclofen selectively potentiates C-fiber field
potential in superficial MDH. Summary graph (mean = s.e.m.; n = 7) of the effect of i.c.
applied phaclofen (100 nmol) on the amplitudes pf fempty diamonds) andfiber field
potentials (empty squares) and area of C-fiber field potentials (solid diamonds). Traces are
superimposed field potentials (b, at expended time scale to clearly sp@amdAAs-fiber

field potentials;c: at expended time and amplitude scales to clearly show C-fiber field
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potentials; each trace is the average of 5 successive recordings, 0.03 Hz) recorded
immediately before (thin trace) and 5 min after phaclofen (thick trace) in a typical

experiment.

Figure 6. Baclofen preferentially inhibits C-fiber field potential in superficial MDH. (A)
Summary graph (mean = s.e.m.; n = 5) of the effect of i.c. applied baclofen (0.07 nmol) on the
amplitudes of B- (empty diamonds) andAfiber field potentials (empty squares) and area

of C-fiber field potentials (solid diamonds). Traces are superimposed field potentials (each
trace is the average of 5 successive recordings, 0.03 Hz) recorded immediately before (thin
trace) and 2 min after baclofen (thick trace) in a typical experiment. Application of baclofen
leads to a complete suppression of the C-fiber field potential (arrow head). (B) Summary of
the effect (mean = s.e.m. of normalized inhibition) of the two lowest doses of baclofen (0.007
and 0.07 nmol) on the amplitudes of-A(empty diamonds) and dAfiber field potentials
(empty squares) and area of C-fiber field potentials (solid diamonds). Numbers above are for
the number of experiments. * and ** indicate statistical significance: p < 0.05 and p<0.01
between the effect on A- and C-fiber field potentials. (C) Traces are superimposed field
potentials (each trace is the average of 5 successive recordings, 0.03 Hz) recorded
immediately before (thin trace) and 2 min after 0.7 nmol i.c. baclofen (thick trace) in a typical

experiment.
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Abstract

Pathological disruption of segmental inhibition is thought to contribute to persistent
pain hypersensitivity — including hyperalgesia, allodynia and spontaneous pain — that
occurs during chronic pain states. That allodynia is also often associated with migraine —
an episodic headache — suggests that a loss of synaptic inhibition is also involved in the
manifestation of headache pain.

We have previously provided functional evidence that when synaptic inhibition
within superficial medullary dorsal horn (MDH) is disrupted, trigeminal cutaneous A-
fiber primary afferents activate polysynaptic excitatory pathways which, in turn,
activate GABAergic neurons, inhibiting trigeminal cutaneous C-fiber inputs via GABAs
receptors. Here, we sought to characterize how pharmacological blockade of glycine and
GABA 4 receptors modifies synaptic transmission between meningeous primary afferent
fibers and second order neurons by recording field potentials in the rat superficial
MDH. Electrical stimulation of the dura evokes two negative field potentials elicited by,
from the earliest to the latest, A- and C-fiber primary afferents. Systematic applicaton
of the opioid receptor agonist, morphine, suppresses specifically C-fiber-evoked field
potentials and this is reversed by systematic naloxone. Blocking segmental glycine
and/or GABA receptors strongly potentiates C-fiber-evoked field potentials whereas
Ad-fiber-evoked ones are not modified.

Thus disruption of segmental inhibition leads to the very opposite effects on
cutaneous and meningeous C-fiber inputs, suggesting that the processing of cutaneous

and meningeous inputs by MDH neuronal networks are different.
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1. Introduction

Migraine — an episodic headache — affects more than 10% of the general population.
Despite recent progress, mechanisms underlying migraine headache remain poorly
understood. One of the important open questions includes the mechanisms of pain generation
(for review see Pietrobon D, Striessnig J, 2003; Akerman et al., ,2011).

It has been recognized that most patients experience cephalic and extracephalic cutaneous
allodynia over the course of their migraine or primary headache episode (Burstein et al., 2000;
Guy et al., 2010). Migraine-associated allodynia has attracted intense interest because it is
recognized as a sign of central sensitization that occurs during chronic pain syndroms.

Loss of segmental synaptic inhibition is widely accepted as an important factor
contributing to the generation and maintenance of chronic pain. Inhibitory mechanisms appear
to be disrupted in a variety of chronic pain states, including those resulting from inflammation
(Harvey et al., 2004), nerve injury (Moore et al., 2002; Coull et al., 2003; Scholz and Woolf,
2007), and spinal cord injury (Drew et al., 2004). Disinhibition can be due to reduced
inhibitory transmitter synthesis and/or release (Castro-Lopes et al., 1993; Wiesenfeld-Hallin
and Xu, 1996; Ibuki et al., 1997), loss of inhibitory interneurons (Moore et al., 2002; Scholz
et al., 2005; but see Polgar et al., 2005), prostaglandine E2-mediated block of inhibitory
glycinergic neurotransmission (Ahmadi et al., 2002) or shift in anion gradient (Coull et al.,
2003, 2005; Keller et al., 2007). And intrathecal administration of GABA (in rats: Eaton et
al., 1998) or benzodiazepines (in mice: Knabl et al., 2008) is highly effective against
inflammatory and neuropathic pain. Conversely, allodynia can be experimentally induced by
intrathecal administration of GABA (bicuculline) or glycine (strychnine) receptor
antagonists (Yaksh, 1989; Sivilotti and Woolf 1994; Miraucourt et al. 2007). Diminished

segmental synaptic inhibition appears to be decisive for the generation allodynia.
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That migraine patients often demonstrate cephalic cutaneous allodynia and that this
cephalic allodynia is mostly mechanical (Guy et al., 2010) strongly suggests that synaptic
inhibition is impaired during migraine attacks. It has been suggested that synaptic inhibitory
input synchronized with incoming excitatory input plays a critical role influencing neuronal
excitability when the neuron receives evoked excitatory input (Yoshimura & Nishi, 1995).
Can features of meningeous primary afferent-evoked synaptic inhibitory inputs account for
the high prevalence to migraine?

We have recorded extracellular field potentials within the superficial (lamina I-II)
medullary dorsal horn (MDH) evoked by stimulating the duravivo. Under control
conditions, field potentials reflect the population monosynaptic EPSPs of nearby neurons
(Baldissera et al., 1981; Schouenborg, 1984; Shreckengost et al., 2010). Using this approach,
we assessed the effect of segmental glycinergic and/or A disinhibition on

meningeous primary afferent-second order neuron synapses.

2. Material and methods

Adult male Sprague Dawley rats (200-300 g; Charles River Laboratories, L’Arbresle, France)
were housed in a temperature-controlled room (22 °C; lights on at 07:00-21:00 h) with food
and water ad libitum. All procedures followed the guidelines under the International
Association for the Study of Pain and the European Community Council (86/609/EEC) and
were approved by the local animal care and use committee (UFR d’Odontologie, Université
d’Auvergne-Clermont 1). All efforts were made to minimize animal suffering and to reduce

the number of animals used.

2.1.  Animal preparation

Animals were prepared as previously described (Dallel et al., 1998; Coste et al., 2008).

Briefly, animals were anesthetized with 2% halothane (66%./38% Q). After
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intramuscular injection of 100 pg atropine sulfate, the trachea was cannulated and the carotid
artery and external jugular vein catheterized. Animals were then paralyzed by an intravenous
perfusion of vecuronium bromide (2.4 mg/h) and artificially ventilated with a volume-
controlled pump (54-55 strokes/min). Levels of halothane NgD, and end-tidal C©(3.5—

4.5%) were measured by an anesthetic gas analyser (Vamos, Drager, Lubeck, Germany)
during the entire experimental period. These parameters were digitally displayed and under
the control of alarms. The arterial catheter was attached to a calibrated pressure transducer
(UFI, Morro Bay, CA, USA) connected to an amplifier (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) for
continuous monitoring of the mean arterial blood pressure (90-110 mm Hg). The analog
output from the blood pressure amplifier was connected to a computer data sampling system
(Cambridge Electronics Design 1401 computer interface; Cambridge, UK). Heart rate was
continuously monitored and cutaneous vascularization periodically checked by observing the
color of the paw extremities and the rapidity with which they regained normal color after
pressure application. Colorectal temperature was kept constant at 38 £ 0.5 °C by means of a
feedback-controlled heating blanket. Surgical level of anesthesia was verified by a stable

mean arterial blood pressure and a constant heart rate during noxious stimulation.

The animals were placed in a stereotaxic frame with the head fixed in a ventroflexed
position (incisor bar dropped 5 mm under the standard position) by means of an adapted
metallic bar. To expose the MDH, the overlying musculature, atlanto-occipital membrane and
dura mater were removed. Large portions of the parietal bones were removed on one side to
expose the dura overlying the medial ipsilateral transverse sinus and allow the introduction of
the bipolar stimulating electrode. The dura overlying the dorsal surface of the brain was
covered with warm saline. After surgery, halothane was reduced to 0.6-0.7% and maintained
at this level during recordings. All exposed nervous tissues were maintained wet with warm
ACSF (pH 7.4) containing (in mM): 125 NaCl, 26 NaH{£Q@.5 KCI, 1.25 NakPQ,, 2

CaCb, 2 MgS04, and 25 glucose).
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2.2. Microinjections

Drugs were delivered in the MDH by 3-barrel glass micropipettes fixed on the
micromanipulator and connected to Hamilton syringes (1 pul) by means of polyethylene tubing
(Dallel et al., 1998). Micropipettes and tubing were filled with either strychnine, bicuculline
or 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) solutions (see below). Injections of drugs
were performed with a manual injector over a period of 2 min and monitored by observing the
movement of an air bubble in the tubing. The slow rate of injection was chosen to minimize
tissue damage. The micropipette was positioned stereotaxically within the MDH 1 h before
the injection. The micropipette tip was first lowered 1 mm below the pial surface. The
medulla was then covered by placing 2% Ringer-agar gel. The coordinates used for
microinjection sites were 5.3 mm posterior to interaural plane (approximately obex) and 1.0—

2.8 mm lateral to midline (Paxinos & Watson, 1997).

2.3. Drug preparation and delivery

In this study, receptor agonists and antagonists were applied either locally, directly into
MDH which had been previously exposed (see above) or intravenously (i.v.). Drugs used for
intracerebral application included strychnine, bicuculline and CNQX, all purchased from
Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). Stock solutions were obtained by dissolving drug powder
in distilled water (strychnine, bicuculline) or DMSO (CNQX, phaclofen). A fixed 0.25 ul
volume was used for i.c. administration. Stock solutions were diluted in ACSF (see above)
immediately before delivery at final concentrations (strychnine: 4 mM; bicuculline: 1 mM,;
CNQX: 1 mM).

Both morphine (3 mg.k§y morphine chlorhydrate, CMD Lavoisier, Paris, France) and
naloxone (0.4 mg.k§ naloxone chlorhydrate, Narcan®, Bristol-Myers-Squibb, Italia) were

I.v. applied (Dallel et al., 1996).

2.2.  Stimulation and electrophysiological recordings
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Field potentials were evoked by electrical stimulation (1 ms, 0.03 Hz) of the dura, using a
bipolar stimulating electrode placed on it, and recorded using a tungsten microelectrode (0.5
MQ, World Precision Instruments, Sarasota, Floridagcdrding sites within MDH were
adjusted to yield maximal C-fiber field potentials. Data were captured using two bandwidths
to concomitantly record field potentials (300218z) and action potentials (1-181z) of
nearby neurons at the same site. Data were analyzed by a CED 1401 interface coupled to a

Pentium computer with Spike 2 software (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK).

When stimulus intensity was appropriate to recruit both A- and C-fibers (5—-20 mA), test
stimuli evoked two negative field potentials. Since, under physiological conditions,
extracellular field potentials evoked by afferent stimulation predominantly reflect the
population monosynaptic EPSPs of nearby neurons (Baldissera et al., 1981; Schouenborg,
1984; Shreckengost et al., 2010), the conduction velocities of the primary afferent fibers
initiating these field potentials could thus be easily computed on the basis of measurements of
(a) the distance between the stimulation site on the dura and the trigeminal ganglion (12.5
mm) and between the trigeminal ganglion and the central recording site (15-17 mm) (see
Burstein et al., 1998) and (b) latencies (including the 1 ms synaptic delay). These calculations
assume a straight line between the trigeminal ganglion and MDH; without a loop through the
trigeminal subnuclei oralis and interpolaris. The relative contribution of MDH population
postsynaptic potentials or the afferent volley to the field potential with the shortest latency
was tested by examining the effects of intracerebral application of the antagonist of
AMPA/kainate glutamate receptors, CNQX (1 mM; n=2) on field potentials. CNQX resulted
in a dramatic decrease in the amplitude of the two negative field potentials, including the
earliest one. This indicates that such early potential is largely elicited by a population

monosynaptic EPSPs of nearby neurons rather than by the afferent volley.

2.3. Data analysis and statistics

Ad-fiber field potentials were measured at peak. @+fileld potentials were assessed as
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the area between the recorded wave-form signal and a straight line tangential to it, before and
after the field potential (see Fig. 1D). Data were normalized to the averaged value obtained
during the 10 min period before drug application. Studdest, pairedt-test and Mann-

Whitney rank sum test were used for statistical analysis and p<0.05 was considered

significant. Means are given as means * s.e.m..

3. Results

3.1. Properties of field potentials evoked in superficial MDH by meningeous stimulation

Electrical stimulation of the meninges evoked two successive negative field potentials in
superficial MDH: an early, short (latency to peak: 7.2 £ 0.3 ms and duration: ~5-7 ms, n=10)
and late, long (latency to peak: 36.4 + 1.5 ms and duration: ~30-50 ms, n=10) (referred to as
peak 1 and peak 3, respectively, in Fig. 1A-C). This late field potential was typically
superimposed on a long positive field potential (duration 300-500 ms) that increased with
stimulus intensity (see examples in Fig. 1 and 2) (referred to as peak 2 and peak 4,
respectively in Fig. 1A-C). The effect of increasing stimulation intensity on the magnitude of
the two negative potentials (peaks 1 and 3) was examined in ten rats. In Fig. 1 (D-E) is shown
an example of such input-output curve. The magnitude of the two negative field potentials
increased and then plateaued with stimulation intensity (Fig. 1D) and the threshold for
eliciting the second negative field negative was higher than that of the first one (Fig. 1E). This
same was observed in all our recordings.

The computed conduction velocities of primary afferent fibers eliciting thanti 3°
negative field potential (4.5 and 1.0 th.srespectively; see Material and methods)
corresponded to those expected fér And C-fiber primary afferents. Therefore, our hssu
suggest that the®1and 2° field potentials reflect the monosynaptic excitatory response of

nearby neurons in superficial MDH to activation ob-Aand C-fiber primary afferents,
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respectively. These potentials will thus be referred tocasaAd C-fiber field potentials in the

remainder of the paper.
3.2. C-fiber field potential is selectively abolished by systemic morphine

The relatively high current for evoking th&'3ield potential and its long latency already
strongly suggests that this potential is evoked by C-fiber activation. To confirm this
hypothesis, we tested the effect of systemic application of the y opioid receptor agonist,
morphine, on field potentials in superficial MDH.

Systemic morphine has previously been shown to specifically reduce the responses of
neurons to the activation of cutaneous C-fibers both in spinal DH (Le Bars et al., 1976;
Tanabe et al., 2006; Buesa et al., 2008) and MDH (Dallel et al., 1996). l.v. morphine (3
mg.kg") quickly reduced, if not completely suppressed (see example in Fig. 2A), C-fiber field
potentials (+5 min after injection: 37.0 + 13.6% of baseline; p<0.01; n = 5; Fig. 2C). This
effect was specific of C-fiber field potentials as-#ber field potentials were not affected (+5
min after injection: 106.4 £ 6.1% of baseline; n = 5; Fig. 2C). Depression of C-fiber field
potentials was quickly reversed by i.v. injection of the opioid receptor antagonist, naloxone

(Fig. 2), thus confirming that it was actually due to the activation of opioid receptors.

3.3. C-fiber field potential is selectively potentiated after blocking segmental glycine and

GABA, receptors

The effect of blocking segmental glycinergic inhibition was tested in seven animals (Fig.
3, A-C). Following intracerebral strychnine (0.25 pl; 4 mM), C-fiber field potential was
potentiated in five animals. The potentiation was maximum at 15 + 2 min after microinjection
(580.2 = 140.1% of baseline; p<0.02) and reversed upon washout (Fig. 3, A-B). In only two
animals was C-fiber field potential completely suppressed following intracerebral strychnine.
Interestingly though, in one out of these two animals, C-fiber field potential was first strongly

potentiated and only subsequently suppressed (Fig. 3C). It has to be noted that in the two
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animals in which microinjected strychnine suppressed C-fiber field potentials, there was a
strong potentiation of peak 2 (see example in Fig. 3C). These changes were selective of C-
fiber field potentials as &fiber field potentials were not changed (amplitadgeak: 91,6

4,8%; n =7) (see examples in Fig. 3 A and C).

The effect of blocking segmental GARArgic inhibition was tested in five animals.
There was a tendency of increase of the C-fiber field potential following bicuculline
microinjection (0.25 upl; 1 mM). When C-fiber field potential could be evoked before
microinjection (n = 3), it tended to potentiate (319.6 = 129.4%) (not shown). When otly a A
fiber field potential was recorded before microinjection (n = 2), a second potential appeared at

the delay of the C-fiber field potential (not shown).

Actually, the C-fiber-evoked field potential was not the only part of the recorded field
potential to change with glycinergic and GAR&gic disinhibition. We noted that the positif
peak 2 tended had strongly increased when the C-fiber-evoked field potential was suppressed
(see example in 3C). We therefore plotted the changes in the C-fiber-evoked field potential

versus those of peak 2 (Fig. 4). They were highly negatively correlated with those of peak 2.

4. Discussion

We show that electrical stimulation of the dura evokes two negative field potentials with
different latencies in superficial MDH. The conduction velocities of the primary afferent
fibers eliciting these field potentials are within thé-Aand C-fiber ranges, respectively.
Systematic application of the opioid receptor agonist, morphine, suppresses specifically C-
fiber field potentials and this is reversed by systematic naloxone. Blocking segmental glycine
and/or GABA, receptors strongly potentiates C-fiber field potentiatsfiBer field potentials

being not modified.

4.1. Two fields potentials: & and C-fiber-evoked field potentials
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We have inferred from the computed conduction velocities that the two field potentials
recorded in the MDH following stimulation of the meninges wete &d C-fiber-evoked.

Such a conclusion is consistent with results obtained with single unit recordings. Two types of
meningeous afferences,ofet C, have also been identified according to thiaydef the
responses recorded either in the trigeminal ganglion (Strasstvan 1996), or the MDH (
Bursteinet al, 1998; Schepelmanet al, 1999; Levy & Strassman, 2002; Pantele¢\al,

2005). Responses of MFH neurons to an electrical stimulation of the meninges includes two
components, corresponding to primary afferent fibers with conduction velocities indthe A
(Bursteinet al, 1998 : > 2.0 m:§ Panteleewet al, 2005 : 1,5-3,5 m% and C ranges
(Bursteinet al, 1998 : 0.5-2.0 ms Panteleewet al, 2005 : 0,5-1 m3Y. It has to be,
however, that there are indications for meningeous afferents with higher conduction velocities
(Strassmaret al, 1996: 11,6 + 4,1 m’s Levy & Strassman, 2002 : >5 r)s that is in the

upper A and even A range.

That the second field potential, but not the first, is completely abolished following
systemic morphine is also consistent with C-fiber primary afferents eliciting this potential.
There is extensive evidence regarding cutaneous primary afferents that C-fiber-evoked
responses are preferentially depressed by morphine. L.v. morphine selectively depresses the
responses of trigeminal neurons (Dallel et al., 1996) and field potentials in the lumbar dorsal
horn (DH) (Tanabe et al., 2006) to cutaneous C-fibers primary afferents. Activation of opiate
receptors within superficial MDH can account for such selective suppression of C-fiber-
evoked neuronal responses (Dallel et al., 1998). The effect of locally applied morphine
appears to be also considerably stronger at C- thard-fibér synapses within the lumbar
spinal cord {n vivo: Buesa et al., 2008). Finally, the potency and efficacy of locally applied p
opioid receptor agonists is higher at C- than &fiBer synapses in the lumbar Dkh (vitro
slices: Khono et al., 1999; lkoma et al., 2007; Heinke et al., 2011). Activation of opioid

receptors in supraspinal areas, particularly those from which descending controls arise,
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including the periaqueductal gray (Yaksch et al., 1976), may also account for the selective
suppression of C-fiber field potentials. The periaqueductal gray projects to the rostral ventral
medulla which in turn sends outputs to DH, where they control spinal processing of noxious,
but not innocuous, inputs (for review see Millan, 2002; Heinricher et al., 2009). Our results
are thus consistent with the conclusion that the last potential is evoked by stimulation of C

primary afferents from the meninges.

4.2. Segmental influences on the C-fiber inputs from the meninges

Our results indicate that both glycinergic and GAAgic disinhibitions lead to a
potentiation of the field potential response to selectively C-fiber primary afferents from the
meninges. This is exactly the opposite of what we obtained with cutaneous afferents (Melin et
al., previous paper). There, disruption of segmental inhibition leads to an inhibition, or even a
suppression, of C-fiber field potentials when all - AAs- and C-fiber — primary afferents
are concomitantly activated. We hypothesized that cutaneous A-fiber primary afferents
activate polysynaptic excitatory pathways which, in turn, activate GABAergic neurons,
inhibiting cutaneous C-fiber inputs via GABAeceptors, a kind of ‘gate control’ (Melzack
and Wall, 1965). Therefore, why are meningeous C-fiber inputs potentiated following
disruption of segmental inhibition?

Cutaneous (Melin et al., previous paper and unpublished results) and meningeous
(present results) C-fiber primary afferents exhibit much the same electrophysiological and
pharmacological properties. They are evoked by slow conducting and high threshold primary
afferent fibers. And opioid and GABAeceptors are present on both terminals.

That there is no Befiber primary afferent from the meninges raises gestion as to
whether A-fiber primary afferents alone are able to recroitypynaptic excitatory pathways
and last-order GABAergic interneurons. Indeed, it has been shown that repetitive stimulation
of either peripheral nerves, at stimulus intensities sufficient to only excite lafge A

myelinated afferent fibers (Handwerker et al., 1975; Cervero et al., 1976), or their collaterals
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in the dorsal column (Handwerker et al., 1975) suppress noxious heat-evoked sustained
discharges in DH neurons. And repetitive stimulation of peripheral nerves also inhibits C-
fiber-evoked responses in DH neurons (Brown et al., 1973; Cervero et al., 1976). Similarly,
long, repetitive transcutaneous electrical nerve stimulations (TENS), or TENS-like
stimulations of adjacent nerves, that activate A fibers, increases tail-flick latency (Woolf et
al., 1977; 1980) and reduces both C-fiber-evoked flexion reflex (Sjélund, 1985; 1988) and
responses of DH neurons (Lee et al., 1985; Garrison and Foreman, 1994; 1997). But it has
also been noted that increasing intensity, to strengths that activdileef primary afferents,
produces greater inhibition (Lee et al., 1985; Sj6lund, 1988). And tonic activation of sciatic
Ad-fiber primary afferents can reduce the saphenodbet-evoked behavioural response
(Jones et al., 2004).

In addition, we have some indication that GAB#ceptors can be activated and that this
might account for the few examples where C-fiber-evoked field potentials were suppressed.
Indeed, microinjection of the GABAreceptor agonist, baclofen (0.25 ul, 0.1 mM; n = 3; not
shown) leeds to the concommittant potentiation of peak 2 and suppression of the C-fiber-
evoked field potential. Accordingly, changes in the C-fiber-evoked field potential and peak 2
are negatively correlated, suggesting that when GABAceptor are recruited, they
successfully inhibit synaptic transmission between meningeous C-fiber primary afferents and
second order neurons as between cutaneous C-fiber primary afferents and second order

neurons (Melin et al., previous paper).

4.2. Concluding remarks

Disrupting segmental synaptic inhibition produces opposite changes on C-fiber field
potentials evoked by stimulation of the skin and the meninges. There is no indication for the
two type of C-fiber afferent fibers being different. Our results rather suggest that the
processing of meningeous and cutaneous afferents within the MDH are different. This raises

the question as to whether a barrage of afferent inputs from the meninges and the skin will
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produce the same changes, i.e. central sensitization, within DH/MDH. It is interesting to note
that inflammation of these two types of tissue is able to potentiate the neuronal responses.
Inflammation of the meninges produces a lasting increase in the activity of wide dynamic
range neurons in layer V of the MDH (Burstein et al., 1998 ; Levy et al., 2004 ; Burstein &
Jakubowski, 2004 ; Jakubowski et al., 2007). Similarly, injection of formol or capsaicine in
the hind paw induces a long-term potentiation of C-fiber-evoked field potentials in the DH

(Ikeda et al., 2006).
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Legends to figures

Figure 1. Field potentials evoked in superficial MDH by electrical stimulation of the
meninges.

(A) Left: Superimposed field potentials recorded in superficial MDH following electrical
stimulation of the meninges at increasing strength: 1 (black), 5 (dark grey) and 40 mA (light
grey). Each trace is the average of 5 successive responses (0.03 Hz). (B) Same as (A) at
expended time scale to show clearly the earliest negatd4ipér field potential. (C) Same

as (A) at expended time and amplitude scales, to show the latest negative, C- fiber field
potential. On increasing stimulation strength, the amplitude of thébar field potential
progressively increases (peak 1) and saturates (B) whereas the second negative, C-fiber field
potential (peak 3) appears. This second negative field potential is typically included within a
long positive field potential (peaks 2 and 4). (D) Normalized — to each maximum — amplitude
of the As-fiber field potential (empty squares) and areahaf C-fiber field potential (solid
diamonds) are plotted against stimulation strength (same experiment as A). (E) Same as D, at
expended intensity (0-1 mA) and normalized amplitude (0-40%) scales to show the difference
between the thresholds of the two field potentials. Note that the amplitude/area of each field
potential plateaus (D) and that the threshold for the C-fiber field potential is higher than that

for A-fiber one (E).

Figure 2. Morphine selectively depresses C-fiber field potentials in superficial MDH.

(A, B) Effect of i.v. injection of morphine (3 mg.Kyand naloxone (0.4 mg.Kyon AS- and

C-fiber field potentials in a typical experiment. (A) Superimposed (right: at expended time
scale) original field potentials (average of 5 successive recordings, 0.03 Hz) recorded
immediately before (black), 10 min after i.v. morphine (light grey) and 10 min after i.v
naloxone (dark grey). (B) Time course of the amplitude of théil#er field potential (empty
squares) and area of the C-fiber field potential (solid diamonds). Systemic morphine leads to a

fast and complete suppression of the C-fiber field potential that reverses upon systemic
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naloxone whereas thedAiber field potential is not strongly affected. (Gyoup data of the

effect of i.v. morphine (3 mg.kg light grey bars; n=5) and its reversal by i.v. naloxone (0.4
mg.kg®; dark grey bars; n=3) ondAand C-fiber field potentials. Amplitudes/areas asweed

1 min before (black bars), 10 min after i.v. morphine (light grey bars) and 10 min after i.v.
naloxone (dark grey bars) are normalized to the average amplitude/area during the 10 min

before morphine. *** indicates statistical significance: p<0.01.

Figure 3: Typical examples of the effect of strychnine microinjection (0.51p4 mM).

(A,B) Typical example of a selective potentiation of the C-fiber field potential. (A)
Superimposed (right: at expended time scale) original field potentials (average of 5 successive
recordings, 0.03 Hz) recorded immediately before (black) and 13 (dark grey) and 20 min
(light grey) after intracerebral strychnine. (B) Time course of the amplitude of &ideXk

field potential (solid diamonds) and area of the C-fiber field potential (empty squares).
Intracerebral strychnine leads to a strong potentiation of the C-fiber field potential that
reverses upon washout.(C) Typical example of a selective suppression of the C-fiber field
potential. Superimposed (right: at expended time scale) original field potentials (average of 5
successive recordings, 0.03 Hz) recorded immediately before (black) and 15 (dark grey) and
35 min (light grey) after strychnine microinjection. Note that the C-fiber field potential is first
strongly potentiated and subsequently completely suppressed. Simultaneously, peak 2
continuously increases.

Figure 4: Relationship between the relative changes in peak 2 and C-fiber field potential
following intracerebral microinjections of strychnine (0.5pl, 4 mM; empty diamonds; n

=7) and bicuculline (0.5 i, 1 mM; empty squares; n = 3).

The equations of the linear regressions are y =-6,8 x + 351,5 (n=7; r = 0,83; p < 0,02; empty
diamonds) and y = -10,8 x + 169,4 (n=3; r = 0,995; p < 0,01; empty squares) for strychnine
and bicuculline microinjections, respectively. The two experiments where a C-fiber field

potential appeared after bicuculline microinjection are not included in this graph.
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D. DISCUSSION GENERALE
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Nous montrons qu’une stimulation électrique transcutanée de la Iévre supérieure, chez
le rat, évoque trois potentiels de champs négatifs avec différentes latences dans les couches
superficielles du sous-noyau caudal (Sp5C) du complexe sensitif du trijumeau. Les vitesses de
conduction calculées pour les afférences primaires qui évoquent ces potentiels sont
compatibles avec I'hypothése que ces trois potentiels sont dds a l'activation de fibres
afférentes primaires de typeAAS et C, respectivement. L'administration systémiqee d
morphine, supprime spécifiquement le potentiel C et cette suppression est réversée par
I'administration systémique de naloxone. Le blocage pharmacologiques des récepteurs Gly
(GlyR) et/ou GABA, (GABAAR) du Sp5C facilite fortement les potentiels polysynaptiques
évoqués par I'activation des fibres afférentes primaires de typet A5, mais inhibe, ou
méme abolit, le potentiel C. L’application locale d’'un antagoniste des récepteursg3RA
seulement prévient cette suppression du potentiel C, mais aussi facilite sélectivement ce
potentiel dans les conditions physiologiques, en I'absence de toute désinhibition.

Une stimulation méningée produit uniguement deux potentiels négatifs, I'un précoce
et 'autre plus tardif. Les vitesses de conduction calculées pour les afférences primaires qui
évoquent ces potentiels sont compatibles avec I'hypothése que ces deux potentiels sont dis a
I'activation de fibres afférentes primaires de type ek C, respectivement. L’administration
systémique de morphine, supprime spécifiguement le potentiel C et cette suppression est
réversée par l'administration systémique de naloxone. Le blocage des GlyRs et/ou
GABAAxRSs, sans effet sur le potentiebApotentialise, dans la grande majorité des cas, le
potentiel C. Cet effet est donc a I'opposé de celui sur le potentiel C cutané.

I. LES FIBRES AFFERENTES PRIMAIRES DE TYPE C, CUTANEES ET
MENINGEES, PARAISSENT AVOIR DES PROPRIETES
PHARMACOLOGIQUES IDENTIQUES.

Les potentiels C évoqués par des stimulations cutanées et méningées sont tous deux
spécifiguement inhibés, si ce n’est supprimés, par l'activation (1) de récepteurs aux opiacés,
et (2) de GABARSs.
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1. Effet de I'activation des récepteurs opioides

Une injection intra-veineuse (i.v.) de morphine supprime spécifiquement les potentiels
C, aussi bien cutanés que méningés. Et cette inhibition est réversible a la suite d’une injection

i.v. de naloxone.

En ce qui concerne les afférences cutanées, il est maintenant clairement établi que
I'activation de récepteurs opioides bloque préférentiellement, si ce n’est sélectivement, les
messages véhiculés par les afférences primaires de type C. En effet, une injection i.v. de
morphine déprime sélectivement les réponses des neurones trigéminaux a une stimulation des
afférences primaires cutanées de type C (Dallel et al., 1996). Et cet effet est dd, au moins en
partie, a I'activation de récepteurs opioides présents dans les couches superficielles du Sp5C
(Dallel et al., 1998). De plus, bien que les agonistes des récepteurs opioides (ici de type W)
puissent déprimer les réponses évoquées par la stimulation des fibres primaires afférentes
aussi bien de type Aque de type C, ils sont nettement plus efficacedassynapse fibre
primaire afférente de type C- que sur celle fibre primaire afférente de tpeukone de
corne dorsale, aussi biémvivo (Buesa et al., 2008) gu'vitro (Kohno et al., 1999; Ikoma et
al., 2007; Heinke et al., 2011). On peut aussi considérer la possibilité que cet effet soit d0 a
I'activation de récepteurs opioides dans des noyaux supra-spinaux, comme la substance grise
périaqueducale (Yaksh et al., 1976). La substance grise périaqueducale projette vers la RVM
qui elle-méme, envoie des projections vers la corne dorsale, ou elle contrble le passage des
inputs sélectivement nociceptifs (pour revue voir Heinricher et al., 2009; Millan, 2002). En
conclusion, la suppression sélective du potentiel C cutané par l'activation de récepteurs
opioides est bien en accord avec notre hypothese selon laquelle ce potentiel est di a

I'activation de fibres afférentes primaires de type C cutanées.

2. Effet de l'activation des récepteurs GABA

Des résultats préliminaires montrent que I'application locale ou intracérébrale de
bacloféne, un agoniste des GAERs, supprime préférentiellement les potentiels C aussi bien
cutanées (Figure 17) que méningées (Figure 18). Ces résultats sont en accord avec les
données anatomiques et physiologiques. En effet, bien que les (B5B#& les GABARS
soient tous deux présents sur les terminaisons des afférences primaires, legsRGABA
prédominent dans les couches superficielles de la corne dorsale (Price et al., 1984; Price et al.,
1987; Towers et al.,, 2000). De plus, l'activation des GAB# segmentaires déprime les
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réponses neuronales aux stimuli mécaniques nociceptifs, mais non aux stimuli mécaniques
tactiles (Dickenson et al., 1985; Hao et al., 1992) et davantage les réponses synaptiques
évoquées par la stimulation des fibres afférentes primaires de type C que celles évoquées par
la stimulation des fibres afférentes primaires de typéAdaka et al., 2000) et A(Dickenson

et al., 1985).
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Figure 17 : Effet de I'application intracisternale de baclofene (10 pl) sur les

potentiels de champ évoqués dans ce noyau par une stimulation cutanée.

A. Exemple de l'effet de I'application locale de baclofene (10 pul, 1 puis 10 mM) sur les poteft{gdsanges

vides), A (carrés vides) et C (losanges noirs). Au dessus : Potentiels de champ enregistrés avant (gris foncé) et
aprés (5 min : noir ; 100 min : gris clair) I'application de bacloféne comme indiqué sur le graphique (1, 2 et 3,
respectivement). A droite a une plus grande échelle de temps pour montrer les potgmtieds.Ae bacloféne
supprime completement le potentiel C mais partiellement les potentielst A5. B. Courbe dose réponse
(moyenne + écart type). Les chiffres au-dessus indiquent le nombre d’expériences. *: le potentiel C est
significativement plus déprimé que les potentiefised A5.
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Figure 18 : Effet d’'une micro-injection intracérébrale de baclofene (0,5 pl, 0,1
mM) dans le Sp5C sur les potentiels de champ évoqués dans ce noyau par une
stimulation méningée (10 mA, 2 ms).
A, Potentiels de champs enregistrés avant (noir) et 10 min (gris) et 45 min (gris clair) aprés la micro-injection de
bacloféeneB, Comme A, a une plus grande échelle de temps pour montrer le poteéntie] Bomme A, a de
plus grandes échelles de temps et d’amplit@jeAmplitude (normalisée par rapport a la moyenne des valeurs
pendant les 15 min avant micro-injection) du potentiel C (carrés vides) et du pic 2 positif (triangles vides) en
fonction du temps. Fléche: micro-injection. Un effet identique a été obtenu chez trois autres animaux.

En conclusion, la comparaison des propriétés du potentiel C cutané avec celles
rapportées par les études électrophysiologiques antérieures extracellulaires montre que ce
potentiel C cutané est bien dd a I'activation de fibres afférentes primaires cutanées de type C.

De plus, ces résultats montrent les potentiels C, cutanés et méningés, ont des
propriétés identiques. Ils sont évoqués par des fibres ayant des propriétés
électrophysiologiques — conduction lente et seuil d’activation élevé — de fibres afférentes
primaires de type C. De plus, les terminaisons de ces fibres portent les mémes récepteurs
opioides et GABA. Cependant, la désinhibition GARArgique et/ou glycinergique a un

effet tres différent sur les deux potentiels C, cutané et méningeé.
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Il. Le potentiel C cutané mais non méningé est inhibé a la suite d’'une désinhibition

GABAergique et/ou glycinergique

Le blocage pharmacologique des GlyRs et/ou GAB# segmentaires inhibe, ou
méme abolit, le potentiel C cutané. Notre hypothése est qu’une déficience de linhibition
synaptique segmentaire facilite I'activation par des afférences primaires de type A de circuits
polysynaptiques comportant des interneurones GABAergiques. Le recrutement de ces circuits
polysynaptiques inhiberait les inputs de type C via I'activation de GRB&Aprésynaptiques.

Que l'augmentation de l'activité de fibres afférentes primaires de type A inhibe I'input
de type C évoque trés fortement le modele du « gate control » proposé par Melzack et Wall
(1965). Dans ce modele, trois caractéristiques de I'input afférent sont importantes pour la
douleur : (i) l'activité basale qui précéde le stimulus, (ii) I'activité évoquée par le stimulus, et
(iii) le rapport entre les activités des grosses et petites fibres. Méme en l'absence de
stimulation évidente, la moelle épiniére est constamment bombardée par une activité
afférente. Cette activité basale est essentiellement dle aux petites fibres, myélinisées ou non,
qui ont une activité tonique et adaptent lentement. Cette activité maintient la porte ouverte.
Quand un stimulus est appliqué sur la peau, le nombre de fibres actives augmente. Cette
stimulation produit une augmentation de I'activité des grosses fibres par rapport aux petites,
d’autant plus importante que la plupart des grosses fibres sont inactives en I'absence de
stimulus. Ainsi, si une légére pression est appliquée tout d’'un coup sur la peau, la volée
afférente contenant les potentiels d’action des grosses fibres non seulement active les cellules
T mais aussi, partiellement, ferme la porte présynaptique, raccourcissant ainsi le barrage
d’activité généré par les cellules T. Si lintensité de la stimulation augmente, davantage de
récepteurs sont recrutés et la fréquence de potentiels d'action dans les fibres activées
augmente. Les effets positifs et négatifs résultant de l'activité des grosses et petites fibres
tendent a s’équilibrer ; I'activité de la cellule T augmente peu. Par contre, si la stimulation se
prolonge, les grosses fibres tendent a s’adapter, conduisant a une augmentation relative de
l'activité des petites fibres. La porte s’'ouvre alors davantage et l'activité de la cellule T
augmente rapidement. Si une activité soutenue des grosses fibres est maintenue
artificiellement a ce moment la, par vibration ou grattage (manceuvre qui tend a surmonter

I'adaptation des grosses fibres), I'activité de ces cellules rediminue alors (Figure 19).
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Figure 19 : Schéma de la théorie du « gate control »
L : fibres de gros diamétre ; S, fibres de petit diamétre. Les fibres se projettent dans la substance gélatineuse
(SG) et les premiers neurones de projection vers les centres. L'effet inhibiteur exercé par SG sur les terminaisons
des fibres afférentes est augmenté par I'activité des fibres L et diminué par celle des fibres S. Le contréle central
est représenté par une ligne allant des grosses fibres aux mécanismes de contrdle centraux ; ces mécanismes, a
leur tour, projettent en retour vers les systemes de « gate control ». Les cellules T projettent vers les cellules
d’entrée du systéme d’action. +, excitation ; —, inhibition (d’aprés Melzack & Wall, 1965).

Dans nos conditions expérimentales, la cellule T est représentée par les neurones de
projection de la couche | et l'augmentation de [lactivité des fibres A provoquée
artificiellement par le blocage pharmacologique des GABA et GlyRs. On sait que les
inputs de type A sur les neurones des couches superficielles de la corne dorsale augmentent
tres fortement a la suite d’'une désinhibition GARAgique et/ou glycinergique (Baba et al.,

2003; Torsney & MacDermott, 2006; Keller et al., 2007; Miraucourt et al., 2007).

Il est maintenant clairement établi qu’une stimulation des fibres afférentes primaires
de type A inhibe les inputs de type C dans la corne dorsale. Une stimulation répétée soit des
nerfs périphériques, mais a une intensité de stimulation juste suffisante pour exciter seulement
les grosses fibres afférentes primaires myélinisées de tfypsot de leurs collatérales dans
la moelle dorsale inhibe aussi bien la douleur thermique (Handwerker et al., 1975; Cervero et
al., 1976) que les réponses des neurones de la corne dorsale a la stimulation des fibres
afférentes primaires de type C (Brown et al., 1973; Cervero et al., 1976). De la méme facon,
I'activation de fibres afférentes primaires de type A par la stimulation électrique longue,
répétitive de nerfs — transcutanée (« transcutaneous electrical nerve stimulations » ou TENS),
ou directe — augmente la latence du test « tail-flick » (Woolf et al., 1977; Woolf et al., 1980)
et réduit les réponses comportementales (Sjolund, 1985; Sjolund, 1988) ou
électrophysiologiques des neurones spinaux (Lee et al., 1985; Garrison & Foreman, 1997;

Garrison & Foreman, 1994) a la stimulation des fibres afférentes primaires de type C.
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Pour que s’exerce ce contrble sur les inputs de type C par l'activité des fibres
afférentes primaires de type A, il faut que l'activité dans ces deux types d’afférences soit
quasi synchrone. Ce phénomeéne a en effet une durée limitée: il est maximum 20-40 ms et
disparait au bout d’environ 100 ms apres la stimulation des fibres afférentes primaires de type
A (Brown et al., 1973; Calvillo et al., 1982). De ce point de vue, il faut noter I'organisation
particuliere du systeme trigéminal par rapport au reste du corps. D’une part, le nerf trigéminal
compte relativement beaucoup plus de fibres de type A que de type C comparé aux autres
nerfs. D’autre part, la plupart des tissus innervés sont a une distance relativement courte du
complexe sensitif du trjumeau. On peut donc imaginer que ce controle soit plus efficace dans
le systéme trigéminal en cas d’activation simultanée des afférences primaires cutanées de type
AetC.

Quel type de fibre afférente primaire A contrble l'input de type C ? Puisque la
désinhibition segmentaire facilite les circuits polysynaptiques activés par les deux types de
fibres afférentes primaires A (résultats présents), cela pourrait étre les afférences primaires de
type AB et/ou de type A En fait, I'activité de ces deux types d’afférenpesnaires parait
contrdler les inputs de type C. Si les grosses fibfesxrcent bien une inhibition des inputs
C, on a aussi remarqué qu’augmenter l'intensité du TENS, a un niveau capable d’activer les
fibores A5, augmente cette inhibition (Lee et al., 1985; S)dlu1988). De méme, c’est
I'activité tonique des fibres &du nerf sciatique qui inhibe les réponses compateates a
la stimulation des inputs C du nerf saphéne (Jones et al., 2005).

Le contréle des inputs des fibres afférentes primaires de type C par les fibres
afférentes primaires de type A implique des mécanismes segmentaires (ou intersegmentaires :
voir Jones et al., 2005) car on I'observe toujours chez I'animal spinalisé (Cervero et al., 1976;
Garrison & Foreman, 1996; Woolf et al., 1977; Brown et al., 1973). Et ces mécanismes
segmentaires impliquent des interneurones inhibiteurs GABAergiques. Caresser les poils de la
peau (Hentall & Fields, 1979) ou stimuler les nerfs, a une intensité de stimulation juste
suffisante pour activer les fibres afférentes primaires de type A (Fitzgerald & Woolf, 1981;
Calvillo et al., 1982) augmente I'excitabilité des fibres C (signe de l'activation de GRBA
présynaptiques).

Il s’agit vraisemblablement de circuits polysynaptiques comportant des interneurones
GABAergiques activant des GABRs présynaptiques. Ainsi la potentialisation du potentiel
C dans la corne dorsale induite par I'application intrathécale de phacloféne, un antagoniste
des GABARS, est supprimée en présence d’'un antagoniste des récepteurs NMDA (Buesa et

al., 2006). Cela pourrait impliquer les mémes circuits polysynaptiques que ceux révélés a la
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suite d’'une désinhibition aussi bien sur les neurones de la substance gélatineuse (Baba et al.,
2003) que sur les neurones de projection de la couche | (Torsney & MacDermott, 2006;
Keller et al., 2007; Miraucourt et al., 2007), mais incluant un interneurone inhibiteur
GABAergique (Figure 20). Cependant, il est important de noter que les fibres C semblent
recevoir peu de synapses axo-axoniques de la part d’interneurones GABAergiques (pour
revue voir Rudomin & Schmidt, 1999). Il faut donc concevoir une organisation
structurale/anatomique différente de la synapse axo-axonique pour cet input GABAergique.
Les GABAgRs pourraient étre localisés non pas sur la terminaison présynaptique elle-méme,
mais plus en amont sur I'axone, a distance de cette terminaison. Une telle localisation, plutot
que d'interférer directement avec la libération de transmetteur, empécherait le potentiel
d’action de se propager plus avant et de gagner les terminaisons, un dispositif similaire a celui
décrit pour les afférences provenant des fuseaux musculaires (Verdier et al., 2003). Ces
récepteurs axonaux pourraient étre activés non pas par du GABA libéré directement sur ces

récepteurs mais par du GABA ambiant (voir Chéry & De Koninck, 2000).

F 3 F
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AR -—@ Interneurone inhibiteur .—0

AS —g Interneurone excitateur .—O
C : Neurone de projection ——4ip——_

Figure 20 : Représentation schématique des circuits polysynaptiques possibles
pour le contrble de I'input de type C par I'activité des fibres afférentes primaires de type
AP et Ad.
La voie polysynaptique entre les terminaisons des fibres afférentes primaires de tgpéegd\neurones de la
couche 1 (a droite) pourrait étre celle qui implique des interneurones exprimant la &Kgpére par
I'intermédiaire de neurones nociceptifs spécifiques qui ne portent pas le récepteur a la neurokinin 1 (Miraoucourt
et al., 2009). Cette voie polysynaptique excitatrice pourrait inclure des cellules de types « central » et « vertical »
(Lu & Perl, 2003; 2005). Cette voie activerait en paralléle un interneurone inhibiteur de dernier ordre.
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Cette conclusion n’est pas conforme a la théorie du « gate control ». En effet, dans
cette théorie, I'input de typepAcontréle les inputs de typedlet C (voir ci-dessus). De plus,
on remarque que la désinhibition synaptique, en méme temps qu’elle inhibe I'input de type C,
facilite la propagation de linput de typeBATorsney & MacDermott, 2006; Keller et al.,
2007; Miraucourt et al., 2007). On passe ainsi d’'une nociception a haut seuil a une
hypersensibilité & bas seuil (pour revue voir Latremoliere & Woolf, 2009). Une interprétation
est qu’il y aurait une hiérarchie dans les modalités sensorielles : une hypersensibilité
secondaire des abords d’une Iésion étant vraisemblablement plus utile a la cicatrisation qu’'une
douleur au niveau méme de cette lésion. Une telle hiérarchie existe déja entre douleur et
prurit. On a montré récemment que les afférences primaires peptidergiques de type C, en
méme temps qu’elles transmettent la douleur, inhibent la transmission de la sensation de

démangeaison (Lagerstrom et al., 2010; Ross et al., 2010).

Nous montrons que le potentiel C méningé n’est pas inhibé — tout au moins aussi
systématiquement que le potentiel C cutané — a la suite de la désinhibition,Eyigfie
et/ou glycinergique. Pourtant, le potentiel C méningé est supprimé par I'application de
bacloféne (Figurel8) indiquant que les terminaisons des afférences primaires méningées de
type C portent aussi des GABRs. Les afférences primaires méningées et cutanées
pourraient activer des réseaux neuronaux différents dans le Sp5C. D’une part, il n'y a que
deux types de fibres afférentes primaires méningégst £, alors qu’il y en a trois cutanées,

AB, Ad et C. Et les fibres B contribuent peut-étre préférentiellement au reconetg des
circuits polysynaptiques aboutissant a I'activation de I'interneurone inhibiteur. D’autre part, la
douleur méningée est une douleur viscérale. Elle n'a donc pas la méme signification
fonctionnelle que la douleur cutanée, et n’entre peut-étre pas dans la méme hiérarchie
évoquée plus haut.

Cette différence entre les effets de la désinhibition segmentaire sur les potentiels de
champs cutanés et méningés suggére que le traitement dans le Sp5C des informations
nociceptives cutanées et méningées est différent. Cette différence peut-elle expliquer notre
tres grande susceptibilité a la douleur migraineuse ? Une stimulation inflammatoire provoque
une potentialisation de la réponse au niveau de la corne dorsale et du Sp5C, premier relais sur
les voies nociceptives. Ainsi I'injection de formol ou de capsaicine dans la pate postérieure du
rat induit une potentialisation a long-terme du potentiel de champ C dans la corne dorsale de
la moelle lombaire (Ikeda et al., 2006). De méme, l'activité de neurones a convergence de la
couche V du Sp5C est aussi durablement augmentée a la suite d'une bréve stimulation

inflammatoire des méninges (Burstein & Jakubowski, 2004; Levy et al., 2004; Burstein et al.,
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1998; Zhang et al., 2010). Mais les seuils d’activité dans les afférences cutanées et méningees
nécessaires pour potentialiser des réseaux neuronaux du Sp5C sont-il équivalents ? De méme,
la dépression corticale envahissante semble intervenir dans la physiopathologie de la
migraine. Elle potentialise I'activité des cellules ganglionnaires méningées (Zhang et al.,
2010). Mais la dépression corticale envahissante induit-elle une potentialisation a long-terme
de la transmission excitatrice entre fibres afférentes primaires et neurones de second ordre du

Sp5C ? L'enregistrement de potentiels de champs pourrait aider a répondre a ces questions.
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Céline MELIN - ROLE DE L'INHIBITION SEGMENTAIRE DANS LE TRAITEMENT DE
L'INFORMATION NOCICEPTIVE CUTANEE ET MENINGEE DANS LE COMPLEXE TRIGEMINAL.
Résumé :

Une réduction de linhibition segmentaire contribue vraisemblablement a I'hypersensibilité douloureuse persistante — qt
manifeste par I'hyperalgie, I'allodynie, et la douleur spontanée — au cours d’états douloureux chroniques. L'association fréq
d’'une allodynie avec la migraine — une céphalée épisodique — suggere qu’une perte de l'inhibition synaptique contribue aus:
manifestation de la douleur migraineuse. Cependant, la grande prévalence de la migraine — plus de 10% de la population ge
— souleve la question de savoir si le traitement des informations méningées par le réseau neuronal — associant interne
excitateurs et inhibiteurs — dans le complexe trigéminal, premier relais sur les voies nociceptives de la face et des méninges
méme que celui des autres informations, par exemple cutanées.

Nous avons caractérisé l'effet du blocage pharmacologique des récepteurs a la glycine (GlyR) et des réceptaurs G/
(GABALR) sur la transmission synaptique entre fibres afférentes primaires, cutanées ou méningées, et neurones de secon
en enregistrant des potentiels de champ dans le sous-noyau caudal superficiel (Sp5C).

- Une stimulation électrique transcutanée évoque trois potentiels de champ négatifs dus a I'activation, du plus précoce a
tardif, de fibres afférentes primaires de typ& AS et C. Bloquer les GlyRs et/ou GARRs segmentaires facilite les potentiels
de champ polysynaptiques excitateurs évoqués par I'activation des fibres afférentes primaires de type A et, au contraire, inhil
méme abolit, les potentiels de champ C. Bloquer les récepteurs SEB¥BAgR) segmentaires prévient cette suppression. Il est
intéressant de noter que bloquer les GABS, potentialise aussi les potentiels de champ C en condition controle.

- Une stimulation électrique méningée évoque deux potentiels de champ négatifs dus a I'activation, du plus précoce au plus
des fibres afférentes primaires de typeeh C. Au contraire du potentiel de champ C cutané, le potentiel de champ C méningé ¢
potentialisé aprés blocage des GlyRs et/ou GAB#Asegmentaires.

Ces résultats démontrent que le traitement des informations cutanées et méningées par le Sp5C est différent. Seule I'activat
fibres afférentes primaires cutanées de type A inhibe les inputs cutanés de type C vers le Sp5C par l'intermédiaire d’'un c
polysynaptique excitateur, d'interneurones GABAergiques de dernier ordre et degBaRAESYNaptiques. La théorie du ‘gate
control’ postule que I'activité des afférences non-nociceptives ferme la porte a la transmission des inputs nociceptifs ver
centres supérieurs. Nos résultats suggére que I'état de la porte dépend de l'activité non seulement dans les fibres affe
primaires de type A mais aussi dans les circuits polysynaptiques excitateurs de la corne dorsale.

Abstract :

Pathological disruption of segmental inhibition is thought to contribute to persistent pain hypersensitivity — including hyperalge
allodynia and spontaneous pain — that occurs during chronic pain states. That allodynia is also often associated with migrain
episodic headache — suggests that a loss of synaptic inhibition is also involved in the manifestation of headache pain. Howev
very high prevalence of migraine — more than 10% of the general population — raises the question as to whether process
meningeous inputs by local neuronal network — consisting of excitatory and inhibitory interneurons — within the trigemi
nucleus, the first relay station for incoming nociceptive signals of the face and meninges, is the same as that of others, for in:
cutaneous.

We sought to characterize how pharmacological blockade of glycine and GA®#®&ptors modifies synaptic transmission
between either cutaneous or meningeous primary afferent fibers and second order neurons by recording field potentials in t
superficial medullary dorsal horn (MDH).

- Transcutaneous electrical stimulation evokes three negative field potentials elicited by, from the earliest to thp-Jaést, A
and C-fiber primary afferents. Blocking segmental glycine and/or GABéceptors strongly facilitates A-fiber-activated
polysynaptic excitatory field potentials but, conversely, inhibits, or even abolishes, C-fiber field potentials. Blocking segmel
GABAg receptors reverses such suppression. Interestingly, it also potentiates C-fiber field potentials under control conditions.
- Meningeous electrical stimulation evokes two negative field potentials elicited by, from the earliest to thedtatast, @ fiber
primary afferents. Unlike cutaneous C-fiber field potentials, meningeous ones are facilitated by blocking segmental glycine ar
GABA, receptors.

These results demonstrate that MDH processing of cutaneous and meningeous inputs are different. Only activation of cuta
A-fiber primary afferents inhibits cutaneous C-fiber inputs to the MDH by the way of polysynaptic excitatory pathways, last-or
GABAergic interneurons and presynaptic GABreceptors. In view of the gate control theory postulating that afferent volleys in
non-nociceptive afferents close the gate to central transmission of nociceptive inputs, our results suggest that the state of tr
depends on firing activities of both A-fiber primary afferents and polysynaptic excitatory circuits, i.e. the inhibitory tone, with
the dorsal horn.
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