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RESUME

Les troubles du systéeme somatosensoriel causent la majorité des douleurs chronigues,
affectant 1.5 milliards d’individus dans le monde. Les thérapies actuelles ont une efficacité limitée
et/ou de nombreux effets indésirables. Ceci résulte en partie de la méconnaissance des mécanismes
moléculaires de la douleur chronique. L’identification de nouvelles cibles pour développer des
analgésiques innovants est donc un enjeu sociétal important. Les canaux ioniques, contr6lant
I’excitabilité cellulaire dans les voies somatosensorielles, constituent une piste de recherche
privilégiée. Parmi eux, I’isoforme Cav3.2 des canaux calciques a bas seuil d’activation, dits de type
T, apparait comme un candidat intéressant. En effet, son réle crucial dans la perception douloureuse
aigué et neuropathique est établi aux niveaux périphérique et spinal. Cependant, la douleur est un
phénomene complexe présentant des aspects sensoriel mais aussi affectif et cognitif, impliquant un
grand nombre de structures supra-spinales qui constituent la « pain matrix ». Pratiquement aucune
donnée sur le réle du canal Cav3.2 dans le traitement supra-spinal des informations douloureuses
n’existe actuellement. Nous avons entrepris de clarifier cette question grace a un modeéle murin : la
lignée knock-in Cav3.2-eGFPflox (KI), chez laquelle le canal Cav3.2 peut étre localisé, grace a
I’insertion d’une GFP dans une boucle extracellulaire, et spécifiquement délété par la Cre.

Nous avons dans un premier temps cartographié I’expression de ce canal dans les structures
de la « pain matrix » par immunohistochimie. Outre le marquage observé dans les neurones du
noyau réticulé du thalamus et dans certains neurones corticaux des aires insulaire, cingulaire
antérieure et somatosensorielle, nous avons observé un marquage important dans le noyau prétectal
antérieur (APN), presque exclusivement dans les neurones a parvalbumine (PV). L’APN est un
carrefour de connectivité ascendante et descendante du systeme somatosensoriel et son implication
dans la perception douloureuse est établie, bien que sa fonction exacte reste mal connue. Pour
étudier I’impact du canal Cav3.2 — exprimé dans I’APN — sur la perception somatosensorielle basale
et neuropathique, nous avons eu recours a des tests de sensibilité tactile thermique, et de motricité,
avant et apres lésion du nerf sciatique (SNI), chez des souris Kl ayant subi une délétion du canal
Cav3.2 dans cette région, par injection virale. Nous avons montré que cette délétion ne modifie pas
la sensibilité basale mais reduit significativement le développement de I’allodynie mécanique induit
par SNI. Un dimorphisme sexuel a été observé pour I’hyperalgie thermique, dont I’installation est
atténuée uniquement chez les males. A I’aide de marquages antérogrades et rétrogrades, nous avons
ensuite déterminé que les neurones PV de I’APN qui co-expriment en tres grande majorité le canal
Cav3.2, projettent non seulement vers le noyau thalamique postérieur et la zona incerta, mais
envoient aussi des projections descendantes vers le bulbe rachidien. Ces résultats suggérent que les
réponses comportementales observées suite a la délétion du canal Cav3.2 dans I’APN pourraient
mettre en jeu un contrdle descendant et/ou ascendant du traitement somatosensoriel. Grace a des
enregistrements en tranches complétés par une analyse de RT-PCR multiplex sur cellule unique,
nous avons également établi que ces neurones PV de I’APN présentent un profil de décharge de
type «fast spiking » et sont majoritairement GABAergiques. De plus, I’isoforme Cav3.2 est
exclusivement exprimée dans cette population majoritaire de neurones GABAergiques ou elle est
fréquemment co-exprimée avec I’isoforme Cav3.1, voire Cav3.3, des canaux T.

L’ensemble de nos résultats suggére que I’APN exerce un contrdle inhibiteur ascendant et

/ou descendant du systeme somatosensoriel. L’excitabilité de ce réseau inhibiteur dépendrait de

facon critique de I’activité du canal calcique de type-T Cav3.2 lors de la mise en place et/ou du
maintien de la douleur neuropathique.
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PREFACE

Ce manuscrit est consacré aux travaux qui ont constitué I’axe central de ma these,
portant sur le role des canaux calciques de type T dans la douleur chronique. La douleur est
un signal d’alarme essentiel au maintien de I’intégrité physique des individus. Des
dérégulations des voies et mécanismes mis en jeu dans la perception douloureuse peuvent
engendrer une altération de ce signal, menant sur le long-terme a des douleurs dites
chroniques. Ces derniéres constituent un défi majeur de par leur diversité, leur prévalence et
le manque de solutions thérapeutiques adaptées. De plus, bien que les mécanismes sur
lesquelles reposent ces pathologies douloureuses commencent a étre élucidés, il reste encore
beaucoup a découvrir. Parmi les cibles thérapeutiques potentiellement intéressantes, les
canaux calciques de type T sont de bons candidats car ils sont exprimés tout au long des voies
somatosensorielles et sont susceptibles d’affecter I’excitabilité cellulaire.

L’expérience de notre équipe dans I’étude du rble de ces canaux dans le systéme
nerveux central a motivé le développement d’une collaboration avec I’équipe d’Emmanuel
Bourinet (Equipe : Dynamique Cellulaire des Canaux Calciques et Nociception, Institut de
Genomique Fonctionnelle, Montpellier) visant a déterminer le réle des canaux calciques de
type T dans les circuits de la douleur neuropathique. Mon travail de these s’est inscrit dans
cette collaboration et porte donc sur le réle des canaux T exprimés au niveau supra-spinal
dans la douleur neuropathique. Ce dernier est encore en préparation et fera I’objet d’une ou

plusieurs publications.

Cependant, le début de mon travail de thése a été consacré a I’achévement de mon
projet de Master 2 portant sur la connectivité interlaminaire corticale. Ces résultats ont fait
I’objet d’une publication dont je suis seconde auteure (Quiquempoix et al., 2018). lls sont
brievement présentés ci-dessous et figurent également en annexe a la fin de ce manuscrit.
Chez les mammiféeres, la perception sensorielle consciente repose sur la coordination de
I’activité des neurones corticaux. Le cortex est organisé en six couches a travers lesquelles
I’information sensorielle, relayée depuis la périphérie par le thalamus, serait traitée de
maniére sérielle, selon un modeéle canonique proposé en 1979. Ce traitement s’opérerait
depuis la couche granulaire (1V) vers les couches superficielles (11/111), puis vers les couches
profondes (V/VI) constituant la sortie du cortex. Or le rOle de la connexion entre les couches
superficielles et les couches profondes dans la perception sensorielle a récemment été remis
en cause par des études soulignant I’'importance des afférences directes du thalamus sur les

couches profondes du cortex dans la réponse corticale a une stimulation sensorielle.
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Mon travail, a donc consisté en I’étude in vitro de la connectivité fonctionnelle entre
les couches superficielles et profondes du cortex a tonneaux de souris. Pour ce faire, j’ai eu
recours a la manipulation optogénétique de I’activité des neurones des couches superficielles
combinée a des enregistrements électrophysiologiques sur des tranches de cortex
somatosensoriel. Mes résultats associés a ceux obtenus in vivo au sein de I’équipe ont permis
de démontrer que I’activité des neurones des couches superficielles contréle le gain des

neurones des couches profondes.
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LA DOULEUR NEUROPATHIQUE



CHAPITRE |

1. Définitions : douleur aigué, chronique et neuropathique

Selon I’International Association for the Study of Pain (IASP), la douleur est « une expérience
sensorielle ou émotionnelle déplaisante associée a un dommage tissulaire concret ou
potentiel, ou décrit comme tel ». Cette définition, adaptée de Merskey, 1986, suggéere que la
douleur est une expérience subjective qui n’est pas forcément associée a un stimulus externe.
Par ailleurs, le terme « douleur » ne désigne pas I’activité nerveuse induite par un stimulus
nociceptif, mais un état psychologique résultant de I’expérience de ce stimulus, associant les
perceptions physique et émotionnelle de ce dernier. Les sensations douloureuses aigiies sont
des signaux d’alarme censés préserver I’intégrité physique des individus. En cas de lésion
tissulaire, une sensibilisation a la douleur survient dans la zone atteinte qui se traduit par un
décalage des seuils de douleur. Ce phénomeéne peut ainsi provoquer une augmentation de la
réponse douloureuse aux stimuli nociceptifs, correspondant a une hyperalgie, voire une
douleur déclenchée par des stimuli normalement non nociceptifs, comme le toucher léger,

correspondant & une allodynie (Figure 1, Lolignier et al., 2014).

Y

Hyperalgesia /

/

Pain intensity

Normal pain

¢ LI

»

./
I N . . ~
I / Stimulus intensity

Figure 1 | Sensibilisation a la douleur (d’apreés Lolignier et al., 2014).

L’intensité de la douleur augmente avec I’intensité du stimulus. Cette relation est représentée
par une courbe sigmoide. Dans un état douloureux, les seuils de sensibilité a la douleur sont
décalés vers des intensités de stimulation inférieures, de sorte que des stimuli nociceptifs
deviennent plus douloureux que la normale (hyperalgie) et que des stimuli non nociceptifs
deviennent douloureux (allodynie).
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Cette douleur aigué est essentielle a la protection de tissus lésés, en vue de leur guérison.
Dans des cas extrémes, la sensibilisation a la douleur peut persister au-dela du nécessaire. Des
douleurs intenses, évoquées ou spontanées, purement déléteres, peuvent alors survenir et
méme freiner le rétablissement. On parle alors de douleur persistante. Lorsque celle-ci
perdure apres le rétablissement de la Iésion, il s’agit d’une douleur chronique, dont plusieurs
types peuvent étre définis en fonction de leur origine ou de leur symptomatologie. Les
définitions et classifications évoluant rapidement, nous n’allons pas les détailler ici et

porterons notre attention sur les douleurs chroniques de type neuropathique.

La douleur neuropathique a d’abord été définie par I'lASP, en 1994, comme étant une
« douleur initiée ou causée par une lésion ou un dysfonctionnement du systéme nerveux ». En
2008, une nouvelle définition précise que la douleur neuropathique est liée a une lésion du
systéeme nerveux somatosensoriel, la distinguant de la douleur nociceptive issue de troubles
neurologiques suite a une plasticité du systéeme nociceptif (Treede et al., 2008). Aujourd’hui,
I’LASP définit donc la douleur neuropathiqgue comme une « douleur causée par une lésion ou
une maladie du systéme nerveux somatosensoriel » (Jensen et al., 2011). Elle représenterait
21.7% des douleurs chroniques, atteignant donc plus de 300 millions d’individus dans le
monde (Bouhassira et al., 2008). Cependant, les réponses thérapeutiques sont aujourd’hui
insuffisantes. En effet, les analgésiques prescrits ont des effets trop faibles ou présentent des
effets secondaires a risque lors d’une utilisation prolongée (Edlund et al., 2014; Nolano et al.,
1999; Van Seventer et al., 2010). Il est donc nécessaire de mieux définir les mécanismes des
douleurs neuropathiques pour trouver de nouvelles cibles thérapeutiques, afin de répondre a
cet enjeu majeur de santé publique (Breivik et al., 2006).
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CHAPITRE |

2. Physiologie de la douleur

Avicenne (980-1037 aprés J-C.) a remarqué la dissociation entre la perception de la douleur et
celles du toucher et de la température, ce qui suggérait que la douleur était une sensation
indépendante des autres. Pendant trés longtemps, on ne savait pas si la douleur résultait de
I’activité d’un systeme neural dédié ou non, principalement de par la difficulté a enregistrer
les fibres sensorielles de petit diamétre. Leur enregistrement dans les années 50 a 60 montra
leur activation par des stimuli douloureux et fut la premiere preuve d’un systéeme nociceptif
specifique (lggo, 1959, 1960; Perl, 2007). En 1968, un modéle tripartite fut proposé,
consistant en une composante sensorielle-discriminative, une composante affective-
motivationnelle, et une composante cognitive-évaluative de la douleur (Melzack, 1968).
Celles-ci seraient traitées en partie indépendamment et en partie via des voies interactives.
Aujourd’hui, on distingue en effet une voie sensorielle-discriminative, informant sur la
localisation, I’intensité et la qualité du stimulus nociceptif, et une voie affective-
motivationnelle informant sur sa nature déplaisante. Les substrats de la composante cognitive-

évaluative de la douleur sont encore peu définis.

Les stimuli douloureux subissent un processus neural d’encodage appelé « nociception ». Ce
processus ne résulte pas de la stimulation excessive de récepteurs sensoriels mais repose sur
un systeme spécifique qui s’étend des récepteurs présents a la périphérie, aux centres
cérébraux de la nociception (Figure 2). Les neurones sensoriels primaires du systéme nerveux
périphérique (SNP), capables de détecter les stimuli nociceptifs et de les transmettre au
systeme nerveux central (SNC), sont appelés nocicepteurs. Ces neurones de premier ordre
projettent dans les cornes dorsales de la moélle épiniére ou ils contactent les neurones de
second ordre. Un premier traitement spinal de I’information nociceptive s’effectue dans le
circuit complexe de la moélle épiniere. Puis les neurones spinaux de projection acheminent
I’information vers les structures supra-spinales via des voies ascendantes. Les centres supra-
spinaux formant la « pain matrix » integrent cette information pour générer la perception
consciente de la douleur. Certaines de ces structures, notamment dans le tronc cérébral, sont
capables de moduler positivement ou négativement les afférences sensorielles périphériques
et spinales par des voies descendantes.
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Réseaude la douleur
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Detection d'un stimulus / « S *’\";\\\' - Cortex
parles terminaisons des [{ ’ﬁ<‘ B NS, \ Thal
| . (
nerfs sensoriels . [ 3 ) WP ! alamus
Systeme .__ \ \,/%. ‘),}
: . .
Q’\ limbique { _— Tronc cérébral
0O
I\ :
) >
. . 5
(

Tractus spinothalamique
et spinoparabrachial

\ \ P

\‘\ Transrin/iési on ‘\
Propagationdes | \ N syn/a'p/tique au ‘\
potentiels d’action \\ \ \\ systeme
e\ Ao ~ferveux central L
3 7 N\ O

Traitement et plasticité
dansles cornes dorsales
dela moélle épiniere

Ganglion des Racines
Dorsales (DRG)

Figure 2 | Circuit général de la nociception (adapté de Bourinet et al., 2014).

Les nocicepteurs du systeme nerveux périphérique (SNP) détectent un stimulus nociceptif et
le transduisent en potentiels d’action (PA). L’information nociceptive est ainsi transmise au
systeme nerveux central (SNC) par les fibres afférentes primaires des nocicepteurs via les
ganglions des racines dorsales (DRG, ou les ganglions trigéminaux pour les innervations de la
face). Les neurones des DRG contactent au niveau spinal des interneurones (jaune) et des
neurones de projection (vert) constituant un circuit complexe. Un premier traitement de
I’information nociceptive se produit donc au niveau spinal avant que celle-ci ne soit transmise
par des voies ascendantes aux différentes structures supra-spinales qui constituent la « pain
matrix » (cf Chapitre | — 2.4.), ou est intégrée I’information produisant la perception de la
douleur.
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CHAPITRE |

2.1. Systeme nerveux nociceptif périphérique

Les nocicepteurs sont des neurones bipolaires dont les corps cellulaires sont localisés dans les
ganglions DRG, pour ceux innervant le corps, ou dans les ganglions trigéminaux, pour ceux
innervant la face. Ils émettent un axone vers la périphérie innervant les territoires cutanés ou
les organes internes, et un axone vers la moélle épiniére. Ces nocicepteurs peuvent étre
activés par des stimuli mécaniques, thermiques et chimiques via des canaux ioniques
spécifiques, mécanosensibles, thermosensibles ou chimiosensibles respectivement. 1l existe
une grande diversité de nocicepteurs, témoignant de la complexité de la nociception. Une
tentative de classement selon leur profil transcriptomique s’est révélée étre corrélée avec les
modalités sensorielles qu’ils traitent (Usoskin et al., 2014). Par ailleurs, les terminaisons
nerveuses de ces neurones sensoriels primaires sont classées selon le degré de myélinisation
de I’axone, son diamétre et, par conséquence, sa vitesse de conduction (Gasser and Erlanger,
1927). Les terminaisons des nocicepteurs correspondent a des fibres de petit ou moyen
diamétre, Ad (2 & 6um) peu myélinisées et C (0.4 a 1.2um) non myélinisées, en comparaison
aux larges fibres myélinisées non nociceptives AB (>10um). Leur vitesse de conduction est
relativement lente (12 a 30m/s pour les fibres Ad et 0.5 a 2m/s pour les fibres C) par rapport
aux fibres purement sensorielles AB (30 a 100m/s, Figure 3). Ces différentes vitesses de
conduction provoquent une « double sensation » de douleur, avec une premiére phase, aigué
et intense, due a I’activité des fibres Ad, et une seconde phase, tardive et diffuse, due a
I’activité des fibres C (Julius and Basbaum, 2001; Lewis and Pochin, 1937; Perl, 2007).

Figure 3 | Potentiel d’action composite

enregistré dans les fibres sensorielles
périphériques (adapté de Perl, 2007).

La stimulation électrique d’une fibre nerveuse

périphérique évoque une série de variations de

potentiel composant la trace violette. Les

différents pics identifiés correspondent a

A8 I’activité de fibres conduisant plus ou moins

K_./&f” rapidement  P’information  jusqu’au  point

) : d’enregistrement, en fonction de leur diamétre

ou de leur degré de myélinisation. Les fibres

- sensorielles Ao et AP plus larges et plus

myélinisées sont celles qui conduisent I’information le plus rapidement (1 pic) ; les fibres

nociceptives Ad, peu myélinisées, et C, non myélinisées, correspondent respectivement aux
2°Me gt 3°M€ pics.

A AR
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Cependant, toutes les fibres Ad et C ne sont pas des fibres nociceptives. En effet, des fibres
mécanosensorielles & bas seuil d’activation, les A3-LTMR et C-LTMR existent également
(LTMR : Low Threshold MechanoReceptors). De plus, les réles de ces divers nocicepteurs
dans la perception modalité-spécifique et dans la transduction du signal douloureux vers la
moélle épiniére ne sont pas encore complétement élucidés, et I’identité des meécano-

transducteurs nociceptifs n’est pas encore définie (Peirs and Seal, 2016)
2.2. Systéme nerveux nociceptif spinal
2.2.1. Organisation spinale des projections périphériques

La substance grise des cornes dorsales se divise en 6 couches, appelées laminae de Rexed,
organisées dans I’axe dorso-ventral et qui se distinguent par leur densité de cellules (Rexed,
1952, Figure 4). Les différents types de fibres nociceptives qui contactent les neurones
spinaux peuvent étre distingués selon les couches dans lesquelles elles projettent. Les fibres
Ad projettent vers les couches superficielles (I et Il) et profonde (V), tandis que les fibres C
projettent uniquement dans les couches | et Il (Abraira et al., 2017; Todd, 2010). La grande
diversité des neurones et interneurones spinaux constitue un circuit complexe, qui ne sera pas
décrit ici, et qui opere un premier traitement de I’information nociceptive avant son ascension
vers les centres supra-spinaux. Cependant, la contribution de ce circuit au codage modalité-
spécifique de la douleur est encore peu comprise (Peirs and Seal, 2016).

e
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Vil <=« [l muscle afferents —-- Spindles Proprioception
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| AB-LTMR fibers Skin
NS o AB-LTMR fibers - Skin } Mechanoreception
......................... C-LTMR fibers — - Skin
® AS i fibers —-- Skin } Nociception
X } Non-peptidergic C-fibers - 8kin Thermoception
< C-bers

TRENDS in Neuroscisncss

Figure 4 | Organisation des terminaisons centrales de neurones afférents primaires
(d’aprés Lallemend and Ernfors, 2012).

Les cornes dorsales de la moélle épiniéere sont divisées en 6 couches : | (plus superficielle) a
VI (plus profonde) recevant des afférences de fibres sensorielles primaires différentes. Les
fibres nociceptives Ad innervent les couches | et V, tandis que les fibres C innervent les
couches | et Il. Les fibres mécanosensorielles AB-LTMR, A3-LTMR et C-LTMR innervant
les territoires cutanés, projettent vers les couches 11 & V. Les cornes ventrales sont constituees
de 3 couches (VII a IX, plus ventrale). Les fibres proprioceptives I et Il innervant les fuseaux
musculaires projettent dans ces cornes ventrales ou elles contactent les motoneurones de la
couche IX ou les interneurones des couches VII et VIII.

INs : interneurones ; MNs : motoneurones
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Deux voies centrales de la douleur ont été décrites, correspondant a deux composantes de la
sensation douloureuse : une voie sensorielle-discriminative informant sur la localisation,
I’intensité et la qualité du stimulus, reposant sur des circuits ciblant le cortex somatosensoriel,
et une voie affective-motivationnelle informant sur la nature déplaisante du stimulus et
activant le systéeme autonome (fight or flight response), reposant sur des circuits additionnels

vers le cortex et le tronc cérébral. Ces voies seront brievement décrites ci-dessous.
2.2.1. Voies ascendantes sensorielles —discriminatives de la douleur

Les neurones spinaux de projection envoient des axones croisant la ligne médiane vers le
quadrant ventrolatéral contralatéral de la moélle épiniere. Ces projections empruntent le
systeme antérolatéral, remontant jusqu’au thalamus via le tractus spino-thalamique situé dans
la substance blanche. Il s’agit de la voie ascendante majeure des informations douloureuses
mécaniques et thermiques en provenance de tout le corps, projetant essentiellement sur le
noyau ventro-postérieur latéral (VPL) thalamique (Figure 5A). Les informations
mécanosensorielles et nociceptives méecaniques et thermiques émanant de la face empruntent
une voie différente. Les axones de premier ordre issus des ganglions trigéminaux et associés
aux nerfs craniens projettent vers le tronc cérébral, dans le pont puis descendent dans le bulbe
rachidien. Cette voie correspond au tractus spinal-trigéminal qui se termine dans les noyaux
trigéminaux interpolaris et caudalis. Les axones de second ordre croisent la lignée médiane au
niveau du bulbe rachidien pour atteindre le thalamus contralatéral, via le tractus trigémino-
thalamique projetant sur le VPM (Figure 5B). Le VPM et VVPL projettent & leur tour vers les

aires somatosensorielles pour générer une perception sensorielle-discriminative de la douleur.

Les informations nociceptives en provenance des organes internes empruntent la voie des
colonnes dorsales, de la méme facon que les informations mécanosensorielles et
proprioceptives non douloureuses. Les neurones spinaux de projection ciblent le noyau gris
intermédiaire (organes abdominaux) ou gracile (organes thoraciques) au niveau du bulbe
rachidien pour emprunter le lemnisque médian jusqu’au thalamus puis vers le cortex insulaire
(Figure 5C, Purves et al., 2004).
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Figure 5| Voies sensorielles-discriminatives principales de la douleur (d’apreés Purves et
al., 2004).

(A) Voie sensorielle-discriminative des afférences nociceptives issues du corps,
correspondant au tractus spino-thalamique du systéme antérolatéral, qui s’étend des différents
segments de la moélle épiniere au noyau thalamique VPL, traitant les informations
somatosensorielles issues du corps, envoyées vers les aires corticales somatosensorielles.

(B) Voie sensorielle-discriminative des afférences nociceptives issues de la face,
correspondant aux tractus spino-trigéminal, traversant le pont et relayée dans les noyaux
trigéminaux du bulbe rachidien par le tractus trigémino-thalamique atteignant le noyau
thalamique VPM traitant les informations sensorielles en provenance de la face, projetant
ensuite vers les aires corticales somatosensorielles.

(C) Voie sensorielle-discriminative de la douleur viscérale empruntant la voie des colonnes
dorsales vers le noyau gracile puis du lemnisque médian pour atteinte le noyau thalamique
VPL et le cortex insulaire.
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2.2.2. Voies ascendantes affectives-motivationnelles de la douleur

Les voies douloureuses affectives passent également par le systéme antérolatéral. Cependant,
les cibles des neurones de second ordre sont différentes puisqu’ils projettent d’une part vers le
noyau parabrachial (PB), via le tractus spino-parabrachial, projetant ensuite vers
I’hypothalamus et I’amygdale, et d’autre part vers la formation réticulée, via le tractus spino-
réticulaire. Cette derniére projette a son tour vers les noyaux thalamiques intralaminaires et
VPM, qui communiquent avec les aires corticales insulaire et cingulaire. Ces cibles
permettent la construction d’une perception émotionnelle de la douleur. (Figure 6, Purves et
al., 2004). D’autres projections spinales y participent, empruntant les systemes antérolatéral
ou dorsolatéral, et ciblant la substance grise péri-aqueducale (PAG), via le tractus spino-
mésencephalique, initiant des contrdles descendants de la douleur, ou encore I’hypothalamus,
via le tractus spino-hypothalamique envoyant plusieurs collatérales vers le noyau rouge, les

colliculi supérieurs, la substance noire ou encore les ganglions de la base.

Figure 6 | Voies affectives-motivationnelles de
la douleur (d’apreés Purves et al., 2004).
Les neurones de projection impliqués dans les
voies affectives-émotionnelles de la douleur
empruntent le systeme antérolatéral (ou
dorsolatéral ne figurant pas ici) et projettent
Bt to ‘ essentiellement vers des structures pontines et
“““W“‘“"f:\ A vers les noyaux thalamiques intralaminaires.
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2.3. Systéme nerveux nociceptif supra-spinal
2.3.1. La « pain matrix »

L’imagerie fonctionnelle du cerveau humain a montré que les stimuli nociceptifs activent
conjointement un large réseau de structures corticales et sous-corticales incluant des régions
sensorielles, limbiques et associatives, constituant ce qu’on appelle la « pain matrix » (Garcia-
Larrea and Magnin, 2008; Mouraux et al., 2011, Figure 7). Les régions communément
activées par ces stimuli sont les aires somatosensorielles primaires (S1) et secondaires (S2),
I’insula, le cortex cingulaire antérieur (ACC), le cortex préfrontal (PFC), le thalamus et le
cervelet (Apkarian et al., 2005; Bushnell et al., 2013). D’autres régions ont également été
identifiées anatomiquement et par enregistrements électrophysiologiques comme recevant des
afférences nociceptives, confirmées par imagerie fonctionnelle : le noyau accumbens (NAc) et
I’amygdale recevant des afférences via le tractus spino-parabrachial, ainsi que la PAG
recevant des afférences via le tractus spino-mésencéphalique, ou encore le locus coerulus (Lc)
et la région rostro-ventrale du bulbe rachidien (RVM, Basbaum and Fields, 1984; Helmstetter
et al,, 1998; Apkarian et al., 2011). Ces régions encodent les différentes dimensions

douloureuses.

Ainsi, les aires corticales somatosensorielles S1 et S2 recevant des afférences des noyaux
thalamiques VPM et VPL encodent les aspects sensoriels-discriminatifs de la douleur tels que
sa localisation ou sa durée (Kenshalo et al., 1988; Treede et al., 1999). L’ACC et I’insula
recevant des afférences des noyaux thalamiques intralaminaires encoderaient les aspects
émotionnels et motivationnels de la douleur (Sellmeijer et al., 2018; Treede et al., 1999).
L’insula semble cependant egalement impliquée dans la perception sensorielle-discriminative
de la douleur. Des substrats des voies sensorielles-discriminatives et affectives-
motivationnelles de la perception douloureuse aigué ont ainsi été décrits aux niveaux
périphérique, spinal et supra-spinal. Cependant, la voie cognitive-évaluative est encore

indéterminée.

Il est & noter que les réseaux de la « pain matrix » ne sont pas exclusivement dédiés au
traitement des informations douloureuses puisqu’ils peuvent étre activés par d’autres stimuli,
somatosensoriels, auditifs ou visuels, en I’absence de stimuli nociceptifs (Mouraux et al.,
2011). Certains auteurs considerent donc que la notion de « pain matrix » correspondrait

plutét a des profils complexes d’activation neuronale au sein de ces réseaux, pouvant ainsi
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constituer un marqueur objectif de perception douloureuse. Il n’existe cependant pas de
consensus sur la définition de la « pain matrix », ce qui témoigne de I’état précoce de nos
connaissances sur la nociception, notamment au niveau supra-spinal (Garcia-Larrea and
Bastuji, 2018; Garcia-Larrea and Peyron, 2013; Legrain et al., 2011). De plus, certaines
structures impliquées dans la nociception ne font pas partie des voies décrites.

Parmi celles-ci, le Noyau Prétectal Antérieur (APN) a été étudié dans les années 80. Son
implication dans la nociception a été établi, bien que son rdle exact soit encore indéfini (cf
Chapitre 111). Pourtant, cette structure n’est jamais mentionnée dans la description de la «pain
matrix» et trés rarement dans les études récentes sur la nociception. Ceci provient
probablement du fait que I’activité de I’APN chez I’Humain est totalement inconnue. Des
travaux réalisés chez le rat suggérent que les effets analgésiques de la stimulation de I’/APN
reposeraient, au moins en partie, sur des projections descendantes impactant I’intégration
spinale des stimuli nociceptifs. En effet, les structures supra-spinales permettent non
seulement I’intégration des stimuli nociceptifs pour générer la perception douloureuse mais

activent également des mécanismes descendants de modulation de la nociception.

Figure 7 | Schéma non exhaustif
des structures cérébrales

recevant les afférences

( nociceptives spinales (d’apres

/‘ Bushnell et al, 2013). Les
22 informations  nociceptives  en

PFC f provenance du tractus spino-
thalamique (voie  sensorielle-

discriminative)  atteignent le
thalamus et projettent vers les
aires corticales
somatosensorielles primaire (S1)
et  secondaire (S2). Les
informations nociceptives issues
de la voie affective-
motivationnelle de la douleur
atteignent des structures du tronc
cérébral, telles que le PB et la
PAG, ainsi que I’'amygdale (AMY) et les ganglions de la base (BG). Les aires corticales
insulaire, cingulaire antérieure (ACC) et prefrontale (PFC) recoivent ensuite des afférences de
ces différentes aires cérébrales et sont communément associées aux aspects émotionnels et
affectifs de la sensation douloureuse.
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2.3.2. Controdle descendant de la douleur

La transmission nociceptive est modulée par des fibres descendantes issues de différentes
régions de la «pain matrix » décrites ci-dessus, et qui exercent une influence sur la
transmission nociceptive & tous les niveaux de la circuiterie spinale: au niveau des
terminaisons centrales des fibres afférentes primaires, sur les neurones de projection ou
encore sur les interneurones excitateurs et inhibiteurs. Ces contréles descendants reposent sur
la secrétion de différents neurotransmetteurs et neuromodulateurs. En fonction des
neuromodulateurs et des récepteurs sur lesquels ils agissent, ils sont susceptibles de faciliter
ou d’inhiber la transmission de I’information nociceptive. La multiplicité des
neuromodulateurs, récepteurs et des lieux d’action offre une large possibilité de mécanismes
de contrble descendant (Millan, 2002). Les structures les plus étudiées dans ce contexte seront

ici succinctement présentées.

Il a été montré que lors de stimulations nociceptives, la stimulation électrique ou chimique de
la PAG et de la RVM a un effet analgésique (SPA : Stimulation Produced Analgesia), qui se
produit via I’activation du funiculus dorso-latéral (DLF, Helmstetter et al., 1998; Prado and
Roberts, 1985; Reynolds, 1969). Or, les neurones sérotoninergiques de la RVM activés par les
stimuli nociceptifs sont capables d’activer les récepteurs sérotoninergiques spinaux,
aboutissant a une inhibition descendante (Dogrul et al., 2009). La RVM contient également
des neurones GABAergiques envoyant une projection disynaptique sur les neurones
sensoriels primaires via des neurones spinaux a enképhaline. Cette voie faciliterait la douleur
mécanique aigué (Francois et al., 2017). Cette structure est également sous le contréle de la
transmission opioide issue de la PAG (Bajic and Proudfit, 1999; Helmstetter et al., 1998). Par
ailleurs, une autre structure, le Lc, participe au contrle descendant via des projections
noradrénergiques et GABAergiques vers la moélle et les noyaux trigéminaux (Winkler et al.,
2006). L’activation de ces projections par les voies ascendantes jouerait de deux maniéres, en
diminuant la transmission excitatrice des fibres afférentes primaires au niveau pré-synaptique,
ainsi que I’excitabilité des neurones spinaux au niveau post-synaptique. Ces deux mécanismes
s’effectueraient via I’activation de récepteurs a2-adrénergiques (Sonohata et al., 2003). De
plus, leur action sur les interneurones inhibiteurs spinaux via les récepteurs al-adrénergiques
potentialiserait I’inhibition de ce réseau (Baba et al., 2000b, 2000a). Ce circuit PAG-RVM-Lc
a, en temps normal, pour effet net une inhibition. Ce contrdle descendant, activé par les
stimuli nociceptifs inhibe la transmission nociceptive : «la douleur inhibe la douleur »

(Bannister and Dickenson, 2017).
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L’APN fait également partie des structures dont la stimulation électrique ou chimique produit
une analgésie (Prado, 1989; Prado and Roberts, 1985). Cet effet serait également médié par
une modulation descendante, inhibant les neurones spinaux a champs récepteurs multiples des
couches profondes, et excitant les neurones de projection des couches superficielles, bien que
I’APN ne soit pas communément mentionnée parmi les structures du contréle descendant de
la nociception (Rees and Roberts, 1989; Rees et al., 1995, cf Chapitre 111 - 2.3.2.).
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3. Physiopathologie de la douleur neuropathique

Comme définie précédemment, la neuropathie résulte d’un dysfonctionnement persistant dans
un ou plusieurs nerfs. La douleur neuropathique est donc la manifestation d’une plasticité
neuronale pathologique. Bien qu’il s’agisse d’un syndrome hétérogéne avec des présentations
symptomatiques multiples, les symptémes généralement rapportés chez les patients avec
douleur neuropathique suspectée sont les suivants (Rasmussen et al., 2004):

- Douleurs superficielles spontanées intenses (allodynie)

- Douleurs évoquées par le toucher ou le froid (hyperalgie)
- Douleurs spontanées profondes paroxystiques

- Douleurs évoquées par le frottement (brush)

Sur le long terme, le syndrome neuropathique peut s’accompagner de comorbidités telles que
I’anxiété, la dépression ou les troubles du sommeil (Davis et al., 2011). La Iésion a I’origine
de la neuropathie peut survenir a tous les niveaux du systéme somatosensoriel. Ainsi, les
neuropathies périphériques sont associées a une agression directe des neurones sensoriels
primaires, pouvant provoquer des morts cellulaires, une compromission de la transduction
(atrophie terminale), de la conduction (perte d’axones périphériques) ou encore de la
transmission (perte des terminaisons centrales) de I’information. Ces phénomenes sont
susceptibles d’affecter une seule ou toutes les modalités sensorielles, selon la nature des fibres
afférentes primaires affectées.

La lésion ou I’inflammation tissulaire induit des changements réversibles et adaptatifs dans le
systeme nerveux somatosensoriel. Dans le cadre d’une douleur neuropathique, le systéme
nerveux per se est endommagé. Les changements de sensibilité peuvent alors devenir
persistants, produisant des douleurs spontanées et un abaissement du seuil de sensibilité
responsable de I’allodynie et de I’hyperalgie rapportée chez les patients neuropathique (von
Hehn et al., 2012). La compréhension des mécanismes sous-jacents requiert donc des modeles

expérimentaux de douleurs neuropathiques reproduisant ces phénomeénes lésionnels.
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3.1. Modéeles de douleur neuropathique

Les modeles de douleur visent a reproduire les causes des pathologies décrites cliniqguement
afin d’en étudier les mécanismes (Le Bars et al., 2001). Ainsi, la neuropathie pouvant étre
induite par des cancers, des traitements chimiothérapeutiques, le diabéte, ou encore des
Iésions nerveuses directes, différents modeéles expérimentaux ont été développés. Une
neuropathie cancéreuse peut étre induite chez un sujet animal par greffe de cellules tumorales
autour du nerf sciatique, une neuropathie chimiothérapeutique par administration de
substances iatrogenes comme I’oxaliplatine, ou une neuropathie diabétique par injection
d’agents cytotoxiques des cellules pancréatiques comme la streptozocine. Il existe enfin de
multiples modeles de Iésions nerveuses directes, affectant plusieurs types de nerfs. Le nerf
infraorbital est le plus communément affecté comme modéle de neuropathie trigéminale. Pour

les neuropathies périphériques, le nerf sciatique est le modele le plus utilisé.

"

| CCl model
< SNI model

Sural

Peripheral

Common peroneal

Tibial

Figure 8 | Diagramme des différents modéles neuropathiques de lésion physique du nerf
sciatique (d’apres Ueda, 2006).

Le modéle SNL consiste en une ligature des segments L5 et L6 du nerf. Le modéle PSNL
consiste en une ligature d’un tiers & la moitié du nerf. Le modele de CCI consiste en plusieurs
ligatures laches du nerf. Enfin, le modele SNI consiste a ligaturer et sectionner les branches
terminales péronéale commune et tibiale du nerf.

CCI : Chronic Constriction Injury ; PSNL : Partial Spinal Nerve Ligation; SNI : Spared
Nerve injury ; SNL : Spinal Nerve Ligation.
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Les modéles neuropathiques traumatiques peuvent étre périphériques ou centraux. On
distingue des modeles chimiques (lésions excitotoxiques) ou physiques. Différents types de
Iésions physiques du nerf sciatique existent (Figure 8). Le modéle de section totale du nerf
sciatique (SNT : Spinal Nerve Transection) est le plus drastique et induit une autotomie et une
faiblesse motrice. Ces dommages collatéraux sont susceptibles de biaiser I’interprétation des
tests de sensibilité. Les autres modeéles consistent en la lésion soit par ligature lache de tout le
nerf, comme le modéle de constriction chronique (CCI, Bennett and Xie, 1988) ou par une
Iésion serrée d’une partie du nerf (PSNL : Partial Sciatic Nerve Ligation, Malmberg and
Basbaum, 1998; Seltzer et al., 1990) ou de certains segments (SNL : Spinal Nerve Ligation,
Kim and Chung, 1992). Enfin, le modele Spared Nerve Injury (SNI) correspond aux Iésions
les plus périphériques du nerf sciatique, avec ligature et section des branches commune
péronéale et tibiale du nerf, laissant la branche surale intacte (Decosterd and Woolf, 2000).
Ces différents modeles induisent une hypersensibilité a la douleur semblable aux symptomes
neuropathiques, notamment une allodynie mécanique et thermique au froid. Le modéle SNI a
I’avantage de maintenir separées les fibres Iésées et non Iésées ; les territoires cutanées qu’elles
innervent respectivement montrent donc une sensibilité distincte ce qui facilite leurs
manipulations (cf. Matériel et Méthodes). De plus, ce modéle semble présenter les anomalies
comportementales les plus reproductibles et les plus longues (plus de 6 mois). 1l a été mis au
point chez le rat puis adapté a la souris chez qui plusieurs variantes ont été développées
(Bourquin et al., 2006).

Ces différents modeles provoquent des symptémes reproduisant plus ou moins bien la
description clinique de la neuropathie. En effet, les lésions sont constamment présentes,
contrairement aux neuropathies cliniques pour lesquelles les symptémes perdurent au-dela de
la lésion nerveuse originelle. De plus, les différences interindividuelles et les états
émotionnels et affectifs ne sont pas reproductibles. Enfin, la douleur de I’animal est estimée a
partir de tests comportementaux, mais il n’y a pas de preuve directe que les réponses
comportementales s’accompagnent d’une sensation douloureuse (Le Bars et al., 2001). Ces
modeles sont donc a considérer comme des cas particuliers mais, malgré leurs limites, ils

offrent néanmoins une premiére approche pour I’étude des mécanismes de la neuropathie.
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3.2. Mécanismes de la neuropathie

Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer le développement des douleurs
neuropathiques. La plupart suggére qu’elles seraient initiées par des phénomeénes de
sensibilisation périphérique et centrale, survenant de maniére physiologique lors d’une Iésion
tissulaire. La transition vers un état de douleur chronique pathologique résulterait d’un échec
de la réversion de ces changements a long terme (Basbaum et al., 2009). Ces mécanismes de
sensibilisation aboutiraient a des dérégulations dans I’expression des génes, modifiant
I’excitabilité neuronale et altérant la transmission du signal nociceptif. Les symptdmes et
signes cliniques des neuropathies n’étant toujours précisément établis, leurs liens avec les
mécanismes qui commencent a étre identifiés ne sont pas clairement définis et il n’existe pas
encore de consensus quand a leur pathogénése (Attal and Bouhassira, 2004; Bouhassira et al.,
2004; Finnerup et al., 2016; Rasmussen et al., 2004). Certains exemples de mécanismes

suspectes seront décrits ici, mais beaucoup sont encore incompris aujourd’hui.
3.2.1. Sensibilisation périphérique

Suite a une lésion nerveuse, les tissus endommagés et les cellules immunitaires recrutées
liberent des substances inflammatoires contenant de nombreux neurotransmetteurs
(sérotonine, CGRP, substance P, bradykinine,...) et d’autres substances variées (ATP,
prostaglandines, neurotrophines, cytokines, protons ...). Celles-ci sont capables d’activer les
récepteurs présents a la surface des nocicepteurs et de déclencher des voies de signalisation
qui aboutissent a une modification de I’expression de récepteurs et canaux ioniques. Par
exemple, la libération du NGF (Nerve Growth Factor) activerait des voies intracellulaires
contribuant a I"augmentation de la fonction et de I’expression du canal thermosensible
TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1), diminuant le seuil d’activation thermique
de certaines fibres C et amplifiant la réponse inflammatoire (Chuang et al., 2001; Ji et al.,
2002). La grande diversité des substances, récepteurs et voies pouvant étre mise en jeu offre
une tres large possibilité de mécanismes, qui ne sont pas tous élucidés. Ces modifications
contribuent a I’hyperexcitabilité des fibres afférentes primaires et a leur décharge ectopique,
probablement a I'origine des douleurs spontanées observées lors des neuropathies. Des
modifications de plasticité entre le SNP et le SNC favorisent I’augmentation de I’entrée
périphérique vers la moélle et le recrutement de fibres non nociceptives comme les Ad et C-
LTMR par des stimuli douloureux, contribuant a une sensibilisation centrale (Basbaum et al.,
2009; Latremoliere and Woolf, 2010).
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3.2.2. Sensibilisation spinale

Les mécanismes de sensibilisation centrale survenant lors des neuropathies ont
essentiellement été décrits au niveau spinal. L’hyperexcitabilité des afférences primaires
périphériques induit une activation de la microglie au niveau de la moélle, libérant des
substances pro-inflammatoires. Ceci méne a une perte d’inhibition dans les cornes dorsales

avec plusieurs mécanismes suspectés.

Parmi eux, la mort cellulaire des neurones GABAergiques est envisagée. En effet, une perte
d’immunoréactivité GABA a été rapportée dans les cornes dorsales de la moélle épiniére dans
un modéle neuropathique chez le rat (Ibuki et al., 1997). De plus, I’hyperalgie induite par la
SNI est atténuée par I’administration intrapéritonéale de tiagabine, un antagoniste du
transporteur du GABA. Cette étude rapporte également une diminution du nombre de
neurones GAD-positifs dans les cornes dorsales avec une expression de facteurs d’apopstose
(caspase 3) colocalisée avec les neurones GABAergiques (Meisner et al., 2010). Des
altérations de la transmission GABAergique pourraient également étre a I’origine de cette
levée d’inhibition. En effet, I’activation microgliale semble induire une dépolarisation du
potentiel d’inversion du chlore (situé autour de -60mV en conditions physiologiques) dans les
neurones GABAergiques. Celle-ci s’effectuerait via une modification du co-transporteur
KCC2, menant a diminution du courant GABA-A, voire a une inversion de sa polarité (Coull
et al., 2005; Ferrini et al., 2013). L’expression des récepteurs GABA-B est par ailleurs
diminuée dans certains modeéles neuropathiques (Wu et al., 2011). De plus, les souris knock-
out (KO) pour les récepteurs GABA-B montrent, entre autres, une hyperalgie (Gassmann et
al., 2004; Schuler et al., 2001). Par ailleurs, lors des douleurs neuropathiques, certaines fibres
non-nociceptives LTMR sont recrutées et leur signalisation tactile normale est convertie en
sensation douloureuse. Le mécanisme sous-jacent demeure peu compris, notamment de par la
diversité des LTMR, mais certaines études suggérent qu’il reposerait également sur une levée
d’inhibition (Delfini et al., 2013; Francois et al., 2015; Seal et al., 2009). Des réorganisations
des terminaisons spinales des ces fibres afférentes ont également été rapportées, notamment
avec un développement ectopique de fibres afférentes primaires AB dans la couche |1, pouvant
contribuer aux douleurs neuropathiques (Mannion et al., 1996; Woolf et al., 1992). Ces
données convergent vers I’hypothese d’une perte d’inhibition dans les cornes dorsales
facilitant la transmission nociceptive spinale (Petitjean et al., 2015). Ce phénomeéne pourrait
expliquer une augmentation de la probabilité, pour un stimulus nociceptif, de générer une

sensation douloureuse via les nocicepteurs.
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3.2.3. Modifications supra-spinales

Les lésions nerveuses induisent donc des changements plastiques dans les fibres nociceptives,
correspondant a une sensibilisation périphérique, et dans les cornes dorsales, correspondant a
une sensibilisation centrale. Mais des changements interviennent également dans les régions
supra-spinales de la « pain matrix ». Ces derniers peuvent aboutir & des syndromes de douleur
centrale Le mécanisme principalement décrit est, de méme qu’au niveau spinal, une perte
d’inhibition (Gustin et al., 2011; Henderson et al., 2013).

En effet, la douleur neuropathique semble associée a une désinhibition dans les circuits
corticaux due, la encore, a une altération de la transmission GABAergique. Des diminutions
dans le contenu GABAergique ont été montrées dans le thalamus, I’insula et I’ACC chez des
patients atteints de douleur chronique (Foerster et al., 2012; Henderson et al., 2013).Par
ailleurs, une perte de connectivité bidirectionnelle a été rapportée entre les neurones
excitateurs et inhibiteurs de la couche V de P’ACC chez la souris dans le modéle
neuropathique de CCI, qui se traduit par une diminution de la fréquence des CPSE et CPSI
miniatures. La modélisation de ce réseau a partir des données récoltées sur les neurones
pyramidaux et sur les interneurones de type fast-spiking montre que le facteur déterminant
dans I’altération de cette connectivité est I’inhibition exercée par les interneurones fast-
spiking sur les neurones pyramidaux (Blom et al., 2014). En cohérence avec ces observations,
une diminution d’activité des interneurones corticaux a parvalbumine (PV) et somatostatine
(SOM) a été décrite dans le cortex somatosensoriel dans un modele SNI, associée a une
augmentation d’activité des pyramides de la couche V. Dans cette étude, I’activation
pharmacogénétique des interneurones SOM+ diminue I’activité des pyramides et abolit
I’allodynie mécanique (Cichon et al., 2017a). La désinhibition corticale semble donc étre une
modification pathologique fondamentale dans le développement de la neuropathie.

Cette hypothese est étayée par le fait que I’activation des interneurones corticaux par
stimulation électromagnétique transcranienne chez I’humain, dans le cortex moteur, montre
des effets analgésiques sur la neuropathie (Lefaucheur et al., 2006; Ziemann et al., 1996). Ces
phénomenes sont susceptibles d’impacter non seulement I’intégration de la sensation
douloureuse mais aussi sa modulation. En effet, le cortex somatosensoriel envoie des
projections cortico-spinales induisant une facilitation de la perception tactile et constituant
une boucle d’amplification spino-cortico-spinale. Celle-ci serait impliquée dans I’allodynie
tactile (Liu et al., 2018).
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Les syndromes de douleur centrale ou neurogénique sont associés a une activité thalamique
anormale (Berit, 1998; Vartiainen et al., 2016). Notamment, le noyau postérieur thalamique
(PO), noyau d’ordre supérieur traitant des informations somatosensorielles et nociceptives
(Perl and Whitlock, 1961; Whitlock and Perl, 1961), montre une augmentation d’activité suite
a une lésion spinale. Ce phénomene serait di a une suppression des entrées inhibitrices en
provenance de la Zona Incerta (ZI) et de ’APN (Masri et al., 2009; Murray et al., 2010). Le
PO entretenant des connexions réciproques avec plusieurs aires corticales associées a la
somesthésie, mais aussi avec le cortex insulaire et I’'amygdale, pourrait donc étre impliqué
dans la composante affective-motivationnelle de la douleur (Friedman and Murray, 1986;
Park et al., 2018).

Enfin, les controles descendants de la douleur sont également altérés lors des neuropathies. En
effet, les projections descendantes issues du Lc et de la RVM ont normalement pour effet net
une inhibition de la transmission nociceptive spinale via les récepteurs o2-adrénergiques,
occultant la facilitation descendante via les récepteurs 5-HT3. Dans les états neuropathiques,
la voie adrénergique devient quiescente, de sorte que la facilitation sérotoninergique prendrait
le dessus, contribuant a la persistance de la douleur (Bannister and Dickenson, 2017).

Les études d’imagerie fonctionnelle et de magnétoencéphalographie réalisées chez I’humain
montrent des modifications des rythmes cérébraux dans la «pain matrix» qui se traduisent par
une augmentation de I’activité enregistrée dans la bande de fréquence 6 et de la cohérence
entre les oscillations 8 (4-9Hz) et B (12-25Hz, Llinas et al., 1999; Sarnthein et al., 2006; Stern
et al., 2006; Sarnthein and Jeanmonod, 2008). Ces dysrythmies thalamocorticales reposeraient
sur une augmentation de la décharge en bouffée de PA des neurones thalamiques liée a
I’activation des canaux calciques de type T (Jeanmonod et al., 1996).

Une modification des proportions de matiére grise et blanche corticale, inversement corrélées,
a également été rapportée. Celle-ci pourrait étre due a une perte neuronale, un changement
dans la concentration en protéines et canaux de surface des neurones ou de la glie, altérant la
quantité d’eau extracellulaire, ainsi qu’a des changements de connectivité dans la matiere
blanche. Bien qu’on ignore encore le mécanisme sous-jacent, ceci traduit des modification
drastiques au niveau cérébral liée a la neuropathie (Apkarian, 2012; Apkarian et al., 2011;
Treede et al., 1999).Ces résultats suggerent que les douleurs chroniques n’induisent pas des
modifications cérébrales locales et discretes mais une modification globale de I’état de

connectivité cérébrale.
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Si plusieurs de mécanismes, dont ceux exposés ci-dessus, ont été proposés pour expliquer le
développement des neuropathies, ces syndromes sont encore mal compris. De plus, les
symptomes et signes cliniques ont été établis a partir de patients neuropathiques avérés ou
putatifs selon que la lésion nerveuse originelle a été identifiée ou non. Ceci complique
I’établissement de la symptomatologie neuropathique ainsi que I’étude de sa physiopathologie
(Attal and Bouhassira, 2004; Finnerup et al., 2016; Rasmussen et al., 2004).

3.3. Canaux ioniques et neuropathie

Les modifications d’excitabilité qui surviennent lors des neuropathies reposent en grande
partie sur les changements d’expression ou de régulation de récepteurs et de canaux ioniques.
Par exemple, les canaux ioniques sensibles a I’acidité (ASIC : Acid-Sensing lon Channels)
activés par les protons déclenchent une dépolarisation qui semble impliquée dans plusieurs
modeéles de douleur chronique. En effet, une augmentation de leur niveau d’expression a été
rapportée chez le rat dans les DRG suite a une incision plantaire, et leur inhibition
pharmacologique spécifique ou leur knock-down (KD) in vivo diminuent significativement les
douleurs post-opératoires (Deval et al., 2011). L’inhibition pharmacologique ou génétique des
ASIC exprimés au niveau périphérique et central chez la souris montre également des effets
analgésiques (Diochot et al., 2012). L’inhibition des canaux ASIC exprimés a la périphérie
par injection systémique d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques réverse I’allodynie
cutanée observée dans des modéles migraineux (Verkest et al., 2018). Enfin, au niveau supra-
spinal, I’inhibition des ASIC exprimés dans I’amygdale basolatérale diminue les
comportements douloureux dans le modele de monoarthrite chez le rat (Aissouni et al., 2017).

D’autres travaux suggérent également un réle des canaux sodiques dans les neuropathies. En
effet, une augmentation des courants sodiques Navl.3 et 1.7 a été décrite dans les fibres
sensorielles primaires, dans un modele de neuropathie diabétique chez le rat (Devor et al.,
1989; Hong et al., 2004). Par ailleurs, des mutations de type « gain de fonction » des géenes
codants pour Navl1.7 et Nav1.8 ont été rapportées dans les fibres a petit diametre de patients
neuropathiques (Faber et al., 2012). En cohérence avec ces résultats, les neurones des DRG
montrent une augmentation de la prévalence des oscillations du potentiel de membrane suite a
une lésion nerveuse, favorisant la décharge ectopique de potentiels d’action (PA). Ce
comportement oscillatoire et la décharge ectopique de ces neurones sont abolis en remplagant

les ions sodium ou en appliquant de la tetrodotoxine (TTX) ou de la lidocaine peu concentrés,
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préservant la propagation axonale des PA (Amir et al., 2018). Ces données témoignent de la

contribution des canaux sodiques périphériques aux neuropathies.

Des comportements oscillatoires du potentiel de membrane, normaux ou pathologiques,
reposent également sur I’activité des canaux HCN (Kanyshkova et al., 2009; Zobeiri et al.,
2019). Dans ce contexte, il faut noter que I’injection intrapéritonéale de I’antagoniste des
canaux HCN, le ZD 7288, dans des modeles de douleur neuropathique chez le rongeur
diminue fortement le comportement douloureux et la décharge spontanée des fibres lésées
enregistrées ex vivo (Chaplan et al., 2003). Cet antagoniste semble également abolir
I’allodynie mécanique induite par ligature du nerf sciatique chez le rat (Luo et al., 2007). De
plus, les souris KO homozygotes pour HCN2 dans les neurones sensoriels primaires ne
développent pas de signes neuropathiques aprés PSNL (Emery et al., 2011). Enfin, au niveau
cortical, un dysfonctionnement des canaux HCN dans les dendrites de neurones pyramidaux
de la couche V a été rapporté dans le modéle SNI, augmentant leur capacité d’intégration des
entrées excitatrices. L’activation spécifique des récepteurs sérotoninergiques 5-HT7 par
I’agoniste 5-CT (5-Carboxamino-Tryptamine) induit une augmentation du courant lié aux
canaux HCN et rétablit une intégration dendritique normale, associés a une diminution de
I’hypersensibilité mécanique (Santello and Nevian, 2015). Cette restauration de la fonction
des HCN par la sérotonine reposerait sur I’activation de la voie de I’adénylate-cyclase par les
récepteurs 5-HT7, augmentant la concentration cytosoliqgue d’AMPc capable de moduler
positivement les canaux HCN (Wang et al., 2002).

La contribution des canaux HCN aux oscillations membranaires pourrait s’effectuer de
concert avec I’activation des canaux calciques a bas seuil, de type T. En effet, les canaux
HCN, activés par I’hyperpolarisation, induisent une dépolarisation lente du potentiel de
membrane, activant les canaux calciques de type T qui générent alors un potentiel calcique a
bas seuil. Cette dépolarisation déclenche des PA sodiques, inactivant les canaux HCN jusqu’a
I’hyperpolarisation post-décharge. Celle-ci réactive les canaux HCN pour initier un nouveau
cycle d’oscillation (Bal and McCormick, 1997). Ce mécanisme, mis en évidence dans les
neurones de I’olive inférieure (Llinas and Yarom, 1981), pourrait étre a I’origine de la genese
des oscillations de type delta dans les neurones thalamocorticaux (Crunelli et al., 2014). Une
augmentation de I’expression des canaux calciques de type T, notamment de I’isoforme
Cav3.2 a par ailleurs été rapportée dans les neurones sensoriels périphériques de plusieurs
modeéles neuropathiques (Jagodic et al., 2007, 2008; Marger et al., 2011; Takahashi et al.,
2010, cf Chapitre 1l1). Ces mécanismes pourraient expliquer I’effet analgésique de

45



CHAPITRE |

I’application de I’antagoniste des canaux T dans des modéles de douleur neuropathique
(Barton et al., 2005; Dogrul et al., 2003; von Hehn et al., 2012)
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CHAPITRE II :

1. Découverte des canaux calciques de type T

Peu apres la caractérisation du potentiel d’action (PA) sodique dans I’axone géant de calamar
(Hodgkin and Huxley, 1952), des potentiels d’action indépendants du sodium furent observés
dans les fibres musculaires chez le crabe et leur origine calcique fut confirmée par la suite
(Fatt and Ginsborg, 1958; Fatt and Katz, 1952). Gréce a la technique de patch-clamp (Hamill
et al., 1981), I’analyse des courants entrants dans les cellules ceuf d’étoile de mer montra
I’existence de deux types de courant calciques voltages dépendants : I’'un activée apres de
petites dépolarisations membranaires, et I’autre nécessitant de plus fortes dépolarisations
(Hagiwara, 1975). Ces conductances furent nommeées respectivement LVA pour les bas seuils
d’activation (Low voltage-activated) et HVA pour les hauts seuils d’activation (High voltage-
activated, Carbone and Lux, 1984). Elles furent identifiées par la suite dans plusieurs types
cellulaires d’especes variées (Armstrong and Matteson, 1985; Bean, 2004; Fedulova et al.,
1985; Hagiwara et al., 1988). A partir d’enregistrements des courants calciques dans les DRG
de poulet, au moins 3 types de canaux calciques furent initialement identifiés : les canaux L
(Long-lasting) capables de produire de fortes dépolarisations de longue durée et les canaux T
(Transient) de petite conductance sous-tendant des courants transitoires activés par de faibles
dépolarisations et correspondant aux courants LVA ; enfin, les canaux N (Neither) ne
correspondant ni aux canaux T, ni aux canaux L (Nowycky et al., 1985). L’existence de ces
différents types de canaux fut confirmée par la suite a I’aide de bloqueurs pharmacologiques
spécifiques qui ont permis de sous-diviser plus finement la famille des canaux calciques HVA
en types L, N, P, Q et R dans de nombreuses populations neuronales (Ishibashi et al., 1998;
Kasai et al., 1987; Mintz et al., 1992; Plummer et al., 1989; Randall and Tsien, 1997; Snutch
et al., 1990).

Les apports de la biologie moléculaire dans les années 90 ont abouti a une classification des
canaux calciques selon leurs propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques, en
cohérence avec une classification par homologie de séquences d’acides aminés (Figure 9).
Ainsi, il existe au moins 10 genes Cacnal codant pour les canaux calciques voltage
dépendants : 7 génes encodent les sous-unités al des canaux Cavl et Cav2 a haut seuil
d’activation (HVA) ; les 3 génes restants identifiés par clonage moléculaire codent celle des
canaux de type T, Cav3 (Cribbs et al., 1998; Lee et al., 1999).
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Figure 9 | Différents types de canaux calciques voltage dépendants classés selon
I’homologie des séquences de la sous unité al (d’apreés Perez-Reyes, 2003).
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2. Propriétés des canaux calciques de type T

2.1. Structure des canaux calciques de type T

L’étude de la structure des canaux calciques a débuté avec la purification des canaux de type
L et N a partir de muscles squelettiques et de cerveau, respectivement, et a permis de mettre
en évidence 5 sous-unités, au plus, des canaux calciques voltage dépendants (Flockerzi et al.,
1986; Witcher et al., 1993). Une sous-unité al (170-240 kDa) forme le pore du canal (Figure
10). Elle est constituée de 4 domaines transmembranaires homologues (I a 1V), eux-mémes
composés de 6 segments transmembranaires (S1 a S6, Perez-Reyes, 1999). Ces domaines
sont liés par des boucles intracellulaires et extracellulaires et les domaines C-terminal et N-
terminal sont intracellulaires. Les boucles intracellulaires sont le siege d’interactions avec
plusieurs protéines régulatrices (Garcia-Caballero et al., 2014). Le domaine S4 est un domaine
senseur des variations du potentiel transmembranaire, constitué d’acides amines charges. Les
boucles intra-membranaires entre les domaines S5 et S6 forment le pore (« P loop »). Ce
dernier est suffisamment large pour laisser passer plusieurs types de cations mono et divalents
mais la présence dans le pore de sites a tres forte affinité pour le calcium, constitués d’acides
aminés glutamiques et aspartiques, assure sa sélectivité pour les ions calcium (Dolphin, 2006;
Talavera and Nilius, 2006).

Des sous-unités auxiliaires a2-d et  ont été identifiées dans les canaux HVA mais aucune
sous-unité auxiliaire des canaux calciques de type T n’a été identifiée a I’heure actuelle. En
effet, I’enregistrement de la sous-unité al en systeme hétérologue montre un courant
fonctionnel dont les propriétés biophysiques ressemblent fortement a celles du courant T natif,
suggérant que les canaux T ne sont constitués que de la sous-unité al (Kléckner et al., 1999;
Kozlov et al., 1999; Lee et al., 1999; McRory et al., 2001; Monteil et al., 2000; Perez-Reyes,
2003). De plus, leur co-expression avec les sous-unités 02-6 et 3 des canaux a hauts seuils ne
modifie pas leurs propriétés biophysiques (Perez-Reyes, 2006) bien qu’il ait été suggéré que
ces sous-unités auxiliaires auraient un réle régulateur dans I’incorporation des canaux T au
niveau de la membrane (Dolphin et al., 1999; Dubel et al., 2004).
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Figure 10 | Organisation structurelle des canaux calciques voltage-dépendants. Les
canaux calciques sont tous constitués d’une sous-unité al (d’apres Dolphin, 2006).
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2.2. Propriétés biophysiques des canaux calciques de type T

Les canaux T s’ouvrent pour des potentiels supérieurs a -60mV environ, et générent un
courant calcique transitoire entrant, s’inactivant en quelques dizaines de millisecondes (Figure
11A, B). Leurs cinétiques d’activation sont relativement lentes par rapport aux canaux HVA
(Burgess et al., 2002). Le maintien du potentiel membranaire au dessus de -60mV induit
I’inactivation de la quasi-totalité de la population de canaux T exprimés dans la cellule
(Figure 11B, C, D, Lambert et al., 2014). Par conséquent une hyperpolarisation en deca de
-60mV induisant la sortie d’inactivation d’une fraction plus ou moins importante de la
population de canaux est un préalable nécessaire a I’activation d’un courant T transitoire
(Figure 11C, D). Par ailleurs, les courbes de voltage-dépendance de I’activation et de
I’inactivation & I’état stationnaire montrent un chevauchement autour de -60mV (Figure 11B).
Ce chevauchement indique qu’il existe une gamme de potentiels ou des canaux T ouverts,
fermés et inactivés coexistent. Par conséquent, a I’équilibre dans cette fenétre de potentiel
allant de -50mV a -70mV, un courant constant de faible amplitude, appelé courant de
« fenétre », est généré par les canaux T et peut influencer I’excitabilité des neurones. Ce
phénomeéne est particulierement important dans des populations neuronales exprimant une tres
forte densité de canaux T telles que les noyaux thalamiques (Crunelli et al., 2005; Dreyfus et
al., 2010; Williams et al., 1997).

Le clonage des trois différentes isoformes des canaux T a permis d’identifier leurs propriétés
biophysiques respectives grace a leur expression dans des systémes hétérologues (Chemin et
al., 2002; Perez-Reyes, 2003). lls partagent tous les mémes propriétés fondamentales, a savoir
un bas seuil d’activation, une activation transitoire, et une inactivation quasi-totale aux
potentiels de maintien proches du potentiel de repos de la majorité des neurones. Mais
I’enregistrement de leurs courants respectifs montre qu’ils différent sensiblement en termes de
cinétiques et de voltage-dépendance (Figure 11E ;Hering et al., 2004; Klockner et al., 1999;
Kozlov et al., 1999; Talavera and Nilius, 2006). La différence la plus marquée concerne les
constantes d’inactivation qui sont relativement rapides (20ms) pour les isoformes Cav3.1 et
Cav3.2 et beaucoup plus lentes pour I’isoforme Cav3.3 (de I’ordre de 110ms en fonction des
conditions d’enregistrement et des modeles étudiés).
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Figure 11 | Propriétés biophysique des canaux calciques de type T
(A) Courant T évoqué par des sauts de potentiels croissants a partir de -100mV (d’aprés

Lambert et al., 2014).

(B) Courbe d’activation et d’inactivation a I’état stationnaire du canal T. La courbe
d’activation (e) résulte de I’'amplitude maximale des courants évoqués par les différents sauts
de potentiel montrés en A. La courbe d’inactivation a I’état d’équilibre (o) été élaborée en
mesurant le courant évoqué a -50mV, a partir de créneaux préalables allant de -100 a -60mV,
inactivant plus ou moins les canaux T (d’apres Lambert et al., 2014).

(C, D) Schémas des différents états du canal T, des latences de transition entre ces états (C) et
de leur évolution en fonction du potentiel de membrane (D, d’aprés Cueni et al., 2009).

(E) Courants évoqués via les canaux Cav3.1 (alG), Cav3.2 (alH) et Cav3.3 (all) clonés et
exprimés indépendamment dans des cellules HEK. Noter les différences de cinétique
d’activation est d’inactivation de I’isoforme Cav3.3 (d’aprés Chemin et al., 2002).

(F) Mode de décharge en bouffée de PA en rebond dans les neurones thalamocorticaux (TC)
ou du noyau réticulé du thalamus (nRT) évoqués suite a un créneau de courant
hyperpolarisant de -100mV. Noter les différences dans la structure temporelle de I’émission
des PA (d’aprés Tscherter et al., 2011).
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3. Localisations et roles physiologiques des canaux T

3.1. Réle des canaux T dans la décharge en bouffée

L’étude de la localisation des trois isoformes des canaux T par hybridation in situ dans le
cerveau du rat a montré qu’ils n’étaient pas exprimes de maniére totalement uniforme (Talley
et al., 1999). Ainsi, dans le thalamus, les neurones thalamocorticaux (TC) n’expriment que
I’isoforme Cav3.1 tandis que les neurones du noyau reticulé thalamique (nRT) expriment les
isoformes Cav3.2 et Cav3.3 (Figure 12). Ces différences de localisation, ainsi que les
propriétés biophysiques respectives de ces isoformes, expliquent la différence de signature
temporelle des bouffées de PA entre les neurones TC et dans ceux du nRT (Figure 11F). En
effet, dans les neurones TC, la bouffée de PA est généralement constituée de 3 a 5 PA émis
entre 300 et 500Hz avec une diminution continue de I’intervalle entre les PA (I1SI : Inter-Spike
Interval) au cours de la bouffée (Domich et al., 1986; Jahnsen and Llinas, 1984). A I’inverse,
les neurones du NnRT émettent plus de PA (5 a 8) a des fréquences inférieures (150 a 300Hz)
avec une augmentation puis une diminution des intervalles inter-spike (ISI, Contreras et al.,
1993). L’émission prolongee de PA et ce phénomene d’accélération puis de décélération
serait due a la cinétique lente de I’isoforme Cav3.3 exprimée uniquement au niveau du nRT
(Tscherter et al., 2011). Cette signature spécifique de la bouffée dans le nRT serait également
liée a une localisation dendritique des canaux T (Contreras et al., 1993; Mulle et al., 1986). Il
est important de noter que si le réle des canaux Cav3.1 et Cav3.3 dans la génération des
bouffées de PA semble clair, celui du canal Cav3.2 n’a pas été montré (Pellegrini et al., 2016).

De nombreuses études des canaux T dans I’olive inférieure et le thalamus portent sur le
potentiel calcique a bas seuil (LTS) et la décharge en rebond. Mais leur rdle dans le contréle
de l'excitabilité cellulaire et des réseaux est encore mal défini. L'antagoniste spécifique des
canaux T, le TTA-P2, a permis de découvrir de nouvelles fonctions de ces canaux, notamment
dans l'excitabilité neuronale a des potentiels membranaires depolarisés, dans l'intégration
dendritique, ou encore dans la libération de neurotransmetteurs. Ces roles reposent sur les

différentes localisations de ces canaux dans les compartiments neuronaux.
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Cav3.1 Cav3.2 Cav3.3

Figure 12 | Distribution des ARNm des isoformes des canaux T dans le cerveau, obtenue
par hybridation in situ et observée en autoradiographie, sur trois niveau de tranches
coronales de cerveau de rat (adapté de Talley et al., 1999). Les tracés rouge et vert sur les
schémas de droite délimitent le complexe ventrobasal thalamique (VB) et le nRT
respectivement. Le tracé bleu délimite le Noyau Prétectal Antérieur (APN).

55



CHAPITRE II :

3.1. Role des canaux T dans I'intégration dendritique

Une forte densité de canaux T dans les branches et épines dendritiques a été montrée par
enregistrements électrophysiologiques, imagerie biphotonique, ou encore par modélisation,
dans les neurones TC (Destexhe et al., 1998; Errington et al., 2010; Williams and Stuart,
2018), dans les neurones du nRT (Chausson et al., 2013; Crandall et al., 2010; Destexhe et al.,
1996), dans les cellules de Purkinje (Hildebrand et al., 2009), dans les cellules en brosse
unipolaires du cervelet (Diana et al., 2007), dans certains neurones striataux (Carter and
Sabatini, 2004), ou encore dans les cellules granulaires du bulbe olfactif (Egger et al., 2003).
Cette localisation dendritique a ensuite été confirmée par immunofluorescence et par
microscopie électronique dans le néocortex, I'hippocampe, le thalamus et le cervelet (Craig et
al., 1999; Kovacs et al., 2010; Liu et al., 2011; McKay et al., 2006; Parajuli et al., 2010).

Cette position suggere un rdle des canaux T dans la propagation des potentiels post-
synaptiques excitateurs (PPSE) le long des dendrites. En effet, il a été montré, dans les
neurones pyramidaux de I’hippocampe et du néocortex, que le courant T dendritique participe
aux PPSE (Magee and Johnston, 1995; Markram and Sakmann, 1994). L'imagerie
biphotonique dans le nRT a également montré que le recrutement des canaux T des dendrites
distaux par la stimulation, génere de larges réponses calciques distales, pouvant
potentiellement amplifier les entrées synaptiques et produire un PPSE supraliminaire au
niveau somatique (Crandall et al., 2010). Ce mécanisme compenserait l'atténuation de ces
PPSE le long des dendrites, liée aux propriétés passives de ces derniers. Ce phénomeéne aurait
également lieu dans les neurones TC ou de larges entrées calciques ont été enregistrées dans
les dendrites distaux suite a l'application de glutamate ou a une stimulation synaptique
(Errington et al., 2010). L’application de I’antagoniste spécifique des canaux T bloque ces
signaux calciques. Enfin, dans les neurones du nRT, les canaux T dendritiques distaux
participeraient a la propagation rétrograde des PA pouvant ainsi influencer I’intégration
dendritique (Chausson et al., 2013).

Dans certains neurones ou le courant T est plus petit, les effets des canaux T sur
I'amplification des PPSE, leur forme et leur propagation peuvent étre plus difficiles a mettre
en évidence. Ces derniers pourraient méme reposer plutdt sur I'augmentation d'autres
conductances calcium-sensibles que sur I’effet électrogénique direct du courant T. Par

ailleurs, certaines études proposent une interaction fonctionnelle directe entre les canaux T et
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les canaux potassiques calcium-dépendants ou Kv4 de type A, susceptible d’impacter
I’intégration dendritique (Anderson 2013, Anderson 2010, Cueni 2008, Wolfart 2002).

3.2. Role des canaux T dans la libération synaptique dendritique et axonale

Plusieurs études suggerent que les canaux T exprimés au niveau dendritique et axonal
influenceraient la libération synaptique. En effet, de courtes dépolarisations telles que des
PPSE ou des PA peuvent activer les canaux T, dont I’activation rapide et la lente inactivation
permettent de larges entrées calciques (Chemin et al., 2002; Kozlov et al., 1999). Par ailleurs,
le recouvrement entre les courbes d'activation et d'inactivation des trois isoformes génére un
courant de fenétre correspondant a la petite fraction de canaux T ouverts a des potentiels
proches du potentiel de repos (Dreyfus et al., 2010; Perez-Reyes, 2003). Au niveau des sites
de libération synaptique, les courants calciques transitoires et toniques, via le courant de
fenétre, évoqués par les canaux T via ces mécanismes produiraient une exocytose de
neurotransmetteurs spontanée ou évoquée. En effet, il a été montré a la synapse
dendrodendritique entre les cellules granulaires et mitrales du bulbe olfactif que la
propagation rétrograde des PA au niveau dendritique, ou la forte stimulation des afférences
synaptiques, évoque une libération de GABA calcium-dépendante essentiellement due aux
canaux T (Egger et al., 2003, 2005). Une étude basée sur I'utilisation de mibéfradil pour
bloguer ces canaux suggére par ailleurs que la fusion des vésicules de neurotransmetteurs
dans les cellules rétiniennes bipolaires dépendrait des canaux calciques de type T (Pan et al.,
2001).

Au niveau des terminaisons présynaptiques de la couche Il du cortex enthorinal, la
microscopie électronique montre que les canaux HCN sont colocalisés avec les canaux
Cav3.2. Le blocage du courant HCN ou la delétion des canaux correspondant induit une
augmentation la fréquence des PPSE miniatures dans les neurones pyramidaux. Ceci suggere
une implication des canaux HCN dans la libération de vésicules de glutamate. Cet effet est
atténua par le blocage des canaux T via I’application de TTA. Les auteurs avancent
I’hypothése selon laquelle les canaux HCN présynaptiques dépolariseraient la terminaison,
inactivant ainsi les canaux T et diminuant I'entrée présynaptique de calcium, ce qui aboutirait
a une diminution de la libération spontanée du glutamate (Huang et al., 2011). Au niveau des
interneurones hippocampiques de CAlL, des canaux Cav3.1 sont présents dans les
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terminaisons, proches des zones actives (Tang et al., 2011). A cette synapse, la libération
asynchrone de GABA suite a l'activation des récepteurs cholinergiques présynaptiques
diminue significativement avec application de TTA.

Les canaux T présynaptiques pourraient donc étre impliqués dans des phénoménes de
libération excitatrice et inhibitrice. Enfin, dans le nRT, la colocalisation entre I’isoforme
Cav3.2 et la syntaxine-Al a été mise en évidence dans I’élément présynaptique et
controleraient I’exocytose a bas seuil de neurotransmetteurs (Weiss et al., 2012a, 2012b).

3.3. Réle des canaux T dans la décharge tonique

Plusieurs études suggerent également un réle des canaux T dans la décharge tonique. En effet,
I'imagerie biphotonique a montré une colocalisation entre les canaux T et les canaux sodiques
du segment initial de I’axone (AIS) dans les interneurones du noyau cochléaire dorsal, dans
les cellules de Purkinje et dans les neurones pyramidaux de la couche V. L’application de
mibéfradil a I’AlS augmente le seuil de déclenchement du PA ainsi que I’ISI des décharges en
bouffées, et diminue la probabilité de décharge d’un PA lors d’un PPSE supraliminaire. Cette
modulation T-dépendante de la décharge tonique serait contrblée par les récepteurs
dopaminergiques, via leur action sur la protéine kinase C capable de réguler négativement le
courant T (Bender and Trussell, 2009; Bender et al., 2010). Par ailleurs, cet effet toucherait
specifiguement les canaux T de I’AIS et non pas ceux des autres compartiments
somatodendritiques, témoignant de la possibilité d’une modulation locale des canaux T.

Un role des canaux T dans la décharge tonique des neurones dopaminergiques de la substance
noire a également été montré. En effet, ces neurones présentent une activité pacemaker,
observée uniquement in vitro, et dont la fréquence dépend des grands potentiels post-
hyperpolarisation (AHP) évoqués par les canaux potassiques calcium-dépendants SK (small
calcium-activated potassium channels Wolfart and Roeper, 2002). A I’aide d’enregistrements
en patch perforé, préservant la dynamique calcique intracellulaire, les auteurs montrent que la
décharge tonique de ces neurones repose sur une entrée calcique via les canaux T, activant les
canaux SK. L’application de mibéfradil ou de nickel altére en effet la régularité de cette
décharge.
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Enfin, dans les neurones thalamiques, il semble que l'effet du courant T sur l'excitabilité
cellulaire ne repose pas systématiquement sur une hyperpolarisation transitoire ou tonique. En
effet, dans ces neurones, la densité de canaux est telle que les canaux déinactivés aux
potentiels dépolarisés représentent une population significative capable de générer un courant
important. Par ailleurs, I’amplitude de ce courant est renforcée par une phosphorylation
voltage-dépendante qui survient a de tels potentiels (Bessaih et al., 2008; Leresche, 2004). Le
large courant de fenétre qui résulte de ces phénomeénes semble influencer le potentiel de repos
des neurones TC ainsi que la durée des up states lors des oscillations lentes (Crunelli et al.,
2005; Dreyfus et al., 2010). De plus, cette population de canaux participerait a I'amplification
des PPSE. La probabilité de décharge tonique des neurones TC semble également stabilisée
sur une large gamme de potentiels grace la forte densité de canaux T exprimés dans les
neurones TC (Deleuze et al., 2012). Enfin, sur des homogénats de cervelet de rat, une
association entre les canaux Cav3.2 et les canaux potassiques calcium-dépendants Kca3.1 a
été montrée, semblant influencer la décharge tonique spontanée des cellules de Purkinje aux
potentiels membranaires dépolarisés (Engbers et al., 2012; Lambert et al., 2014).

3.4. Role des canaux T dans la plasticité a long-terme

Certaines preuves de l'implication des canaux T dans la plasticité a long-terme émergent
également. En effet, la plupart des phénomenes de plasticité reposent sur une augmentation de
la concentration calcique post-synaptique par des sources variées (Artola and Singer, 1993;
Malenka and Bear, 2004). Ces entrées calciques pourraient provenir directement des courants
évoquées par les canaux T, pouvant déclencher des cascades intracellulaires menant a une
potentialisation ou dépression a long-terme (LTP ou LTD). Leur bas seuil d’activation
pourrait également y contribuer induisant une premiere dépolarisation permettant le
recrutement de sources calciques additionnelles, par dautres canaux calciques voltage-
dépendants ou via le retrait du blocage voltage-dépendant des récepteurs NMDA par le

magnésium.

Par exemple, a la synapse entre les cellules pyramidales corticales de la couche V, les
bouffées de PA se propageant rétrogradement dans les dendrites distaux activent les canaux T
présents dans ces compartiments. Les PPSE unitaires issus de bouffées de PA a haute

fréquence induisent une LTP robuste, atténuée par l'application de faibles concentrations de
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nickel ou d'antagoniste des récepteurs NMDA. Ce résultat suggere que cette LTP dépendrait
de la levée du blocage par le magnésium des récepteurs NMDA, via une dépolarisation
évoquée par les canaux T (Kampa et al.,, 2006). Au niveau du CALl hippocampique, la
coincidence entre une entrée synaptique et un PA se propageant rétrogradement induit une
augmentation de la concentration calcique dendritique et la potentialisation des PPSE. Ce
phénomene est par ailleurs inhibé par I’application de faibles concentrations de nickel,
suggérant une implication probable des canaux T (Magee and Johnston, 1997).

Ces mécanismes ne sont pas restreints aux synapses excitatrices puisqu'a la synapse
inhibitrice entre les cellules de Purkinje et des noyaux cérébelleux profonds, un train de
potentiels post-synaptiques inhibiteurs (PPSI) évoque un LTS et une bouffée de PA induisant
un large courant calcique et une LTP. A I’inverse, la limitation de cette décharge en rebond
induit une LTD (Aizenman et al., 1998). De méme, a la synapse entre les neurones du nRT et
les neurones thalamocorticaux, le couplage entre la stimulation présynaptique et I’activation
du courant T post-synaptique induit une LTD dépendant de la concentration calcique
dendritique intracellulaire dans les neurones thalamiques. Le TTA empéche la mise en place
de cette plasticité. (Pigeat et al., 2015). Ces phénoménes reposent donc sur la présence
dendritique des canaux T. Mais leur expression au niveau présynaptique, mise en évidence
notamment dans les DRG a la synapse avec les neurones spinaux des couches superficielles et
dans le cortex enthorinal par microscopie électronique, suggere un réle possible dans la
plasticité pré-synaptique (Frangois et al., 2015; Huang et al., 2011)..

Les canaux T peuvent contribuer non seulement a la plasticité homosynaptique (dépendant de
I’activité de I’élément présynaptique) mais également hétérosynaptique (dépendant de
I’activité d’un 3° intervenant synaptique). Par exemple, a la synapse glutamatergique entre les
neurones thalamocorticaux et les neurones du nRT, le couplage des entrées synaptiques avec
le LTS du nRT induit une LTP, reposant sur les récepteurs NMDA, qui est abolie chez les
souris KO pour I’isoforme Cav3.3 (Astori and Luthi, 2013).

Ainsi, les canaux T ne sont pas uniquement impliqués dans les décharges en rebond comme
cela a été tres bien étudié dans les neurones thalamiques. D’autres fonctions commencent a
étre dévoilées au niveau central. Si les roles des isoformes Cav3.1 et Cav3.3 semblent bien
définis, au moins dans les neurones thalamiques, et s’il existe certaines pistes sur le rdle du
canal Cav3.2 exprimé dans le cerveau, celui-ci n’est pas clairement défini. En revanche, au

niveau périphérique et spinal, son implication dans la nociception est bien établie.
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4. Role des canaux T dans la perception douloureuse

Plusieurs études se sont penchées sur I’implication des canaux T dans la perception
douloureuse. Comme nous I’avons déja vu, les canaux ioniques sont primordiaux dans la
nociception, ainsi que dans I’établissement des douleurs chroniques (cf. Chapitre 1). Des
études pharmacologiques pionniéres utilisant des blogqueurs a faible affinité et peu spécifiques
des canaux T ont suggéré son rdle dans la nociception et dans les douleurs neuropathiques.

En effet, Iinjection systémique ou intrapéritonéale de mibéfradil a des effets antinociceptifs
mécaniques et thermiques et agit également sur la douleur viscérale chez le rat (Kim, 2003;
Todorovic et al., 2002). L’administration intrapéritonéale d’éthosuximide montre également
des effets analgésiques en test de Tail-Flick chez le rat (Barton et al., 2005). Ces études

suggérent donc un rdle des canaux T dans la transmission nociceptive aigué.

En utilisant des approches pharmacologiques similaires, d’autres groupes ont également
suggéré une implication des canaux T dans les douleurs chroniques et neuropathiques. En
effet, I’administration intrapéritonéale d’éthosuximide ou de mibéfradil a des effets anti-
hyperalgiques dans le modéle de douleur persistante induite par la capsaicine et des effets
analgésiques dans les phases précoce et tardive de douleur induite par la formaline (Barton et
al., 2005). Leur administration systémique ou locale dans la volte plantaire bloque également
I’hypersensibilité mécanique et thermique dans le modéle SNL (Sciatic Nerve Ligation,
Dogrul et al., 2003). Des effets anti-allodyniques et anti-hyperalgiques ont également été
rapportés dans le modéle neuropathique de CCI (Chronic Constriction Injury, Hamidi et al.,
2012) et de douleur viscérale chronique (IBS : Irritable Bowel Syndrome, Marger et al.,
2011). Enfin, dans un modeéle de douleur neuropathique chimiothérapeutique induit par le
paclitaxel chez le rat, I’éthosuximide induit une réversion presque complete de I’allodynie
mécanique et thermique au froid ainsi que de I’hyperalgie thermique (Flatters and Bennett,
2004). Ces travaux suggerent donc que les canaux T ont également un réle dans I’expression
des douleurs chronique et neuropathique.

En cohérence avec cette hypothese, des enregistrements extracellulaires des neurones des
cornes dorsales chez le rat anesthésié neuropathique (modéle SNL) montrent que les réponses
aux stimulations électriques ou naturelles (mécaniques et thermiques) sont inhibées de fagon
dose-dépendante par application locale d’éthosuximide (Matthews and Dickenson, 2001). Par
ailleurs, dans le modele diabétique a la streptozocine ou dans le modéle de CCI, une
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augmentation du courant T dans les neurones nociceptifs des DRG de rat a été observée
(Jagodic et al., 2007, 2008). Ces études indiquent une modulation possible des canaux T dans
le contexte neuropathique.

Cependant, comme nous I’avons dit précédemment, les bloqueurs employés dans ces études
ne sont pas spécifiques des canaux T. En effet, I’éthosuximide diminue également les courants
sodiques persistants et les courants potassiques calcium-dépendants (Crunelli and Leresche,
2003). Le mibéfradil, quant a lui, inhibe également les courants calciques HVA, les courants
sodiques et les courants potassiques ATP-dépendants (Bezprozvanny and Tsien, 1995;
Gomora et al., 1999; Liu et al., 1999; Nilius et al., 1997; Viana et al., 1997). La découverte a
la fin des années 2000 des premiers bloquants spécifiques des canaux T dérivés de la
piperidine, le 3,5-dichloro-N-[1-(2,2-dimethyl-tetrahydro-pyran-4-ylmethyl)-4-fluoro-
piperidin-4-ylmethyl] -benzamide (TTA-P2, Shipe et al., 2008) a confirmé I’implication des
canaux T dans la perception douloureuse. Il a ainsi pu étre montré que I’injection
intrapéritonéale de TTA-P2, induit une diminution des réponses douloureuses dans les phases
précoce et tardive de I’injection de formaline ainsi qu’une réversion de I’hyperalgie thermique
dans le modele de neuropathie diabétique induite par la streptozocine (Choe et al., 2011). Il
est a noter que ces effets anti-hyperalgique sont abolis par I’administration intrapéritonéale
d’un ARN antisens de I’isoforme Cav3.2, suggérant que c’est cette isoforme qui sous-tendrait
a elle seule I’expression de la neuropathie (Choe et al., 2011). Par ailleurs, I’administration
orale de TTA-A2 induit une diminution dose-dépendante de I’hypersensibilité dans le modéle
de I'IBS chez la souris (Francois et al., 2013).. L’ensemble de ces résultats montrant une
implication des canaux T dans la perception douloureuse aigué et neuropathique a conduit a
analyser la contribution respective des différentes isoformes. .
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4.1. Role des isoformes des canaux T dans la perception douloureuse

Peu d’études se sont intéressées au role de I’isoforme Cav3.1 dans la perception douloureuse
et les résultats obtenus dans difféerents modéles de douleur chronique sont en partie
contradictoires. Dans les modéles neuropathiques de ligature du nerf sciatique ou infraorbital,
la délétion constitutive du canal Cav3.1 (KO-Cav3.1) chez la souris provoque une diminution
de I’hypersensibilité a la douleur suggérant un rdle pro-nociceptif du Cav3.1 (Choi et al.,
2016; Na et al.,, 2008). En revanche, une autre étude réalisée dans le cadre de douleurs
viscérales, induites par injection d’acide acétique ou de MgSQOa, montre que le blocage de
I’isoforme Cav3.1 des neurones thalamocorticaux aurait un effet hyperalgique, favorisant a
I’inverse I’hypothése d’un rb6le antinociceptif du Cav3.1 (Kim, 2003). Ces résultats
antagonistes reposent probablement sur des contributions différentielles de la méme isoforme
en fonction de sa localisation et/ou de son impact sur I’excitabilité cellulaire.

En ce qui concerne les canaux Cav3.3, les données de la littérature sont encore plus réduites :
seule une étude utilisant I’approche par ARN antisens montre une réversion de I’allodynie
mécanique et de I’hyperalgie thermique suite a une constriction chronique des DRG (Wen et
al., 2006). Dans ce contexte, le canal Cav3.3 aurait un role pro-neuropathique

A l’inverse, de nombreuses études portent sur le role du canal Cav3.2 dans la perception
douloureuse, notamment au niveau périphérique. En effet, le Cav3.2 est I'isoforme
prédominante des canaux T dans les neurones sensoriels périphériques et de nombreux
travaux ont montré son réle dans I’excitabilité cellulaire et la perception somatosensorielle
(Dubreuil et al., 2004; Heppenstall and Lewin, 2006; Nelson et al., 2007; Talley et al., 1999;
Todorovic et al., 2001; White et al., 1989).

4.1.1. RoOle du Cav3.2 dans la perception douloureuse.

Une classe de molécules endogenes a été identifiée dans les années 2000 comme capable
d’induire une analgésie. Il s’agit de lipo-aminoacides, parmi lesquels la N-arachidonyl-
glycine (NAGIy) inhibe les courants évoqués par les 3 isoformes des courants T de maniere
réversible. Cet effet est particulierement important sur le courant Cav3.2. De plus, cette
inhibition n’est pas présente chez les souris ayant une délétion constitutive du canal Cav3.2
(KO-Cav3.2, Barbara et al., 2009). Chez ce KO constitutif, une diminution des réponses
comportementales aux stimuli mécaniques, thermiques et chimiques a été mise en évidence,

indiquant une implication du canal Cav3.2 dans la perception douloureuse aigué (Choi et al.,
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2007). Il est a noter que cette étude n’a pas détecté d’effet de la délétion sur la perception
douloureuse dans le modele neuropathique SNL.

Le KD du Cav3.2 par injection intrathécale d’ARN antisens apporta la premiere preuve
directe d’un rdle du Cav3.2 non seulement dans la perception douloureuse aigué mais
également neuropathique (Bourinet et al., 2005). En effet, ce traitement induit une anti-
nociception ainsi qu’une anti-hyperalgie et anti-allodynie dans les modéles neuropathiques
diabétique et de CCI, corrélées a une diminution du courant T dans les DRG (Bourinet et al.,
2005; Messinger et al., 2010). Il empéche également le développement de I’hypersensibilité
dans plusieurs modeles de douleur chronique comme I’'IBS (Marger et al., 2011) et le SNC
(Spinal Nerve Cutting, Takahashi et al., 2010), et de I’hyperalgie et I’allodynie mécanique
induits par le sulfide d’hydrogene (Maeda et al., 2009; Okubo et al., 1937). Il a été montré par
ailleurs que le blocage des isoformes Cav3.1 et Cav3.3 par I’approche antisens ne modifiait en
rien la nociception (Bourinet et al., 2005).

Enfin, I’adressage membranaire du canal Cav3.2 et son activité sont régulés par
I’ubiquitinylation des résidus lysine de la boucle intracellulaire 111-1V (Garcia-Caballero et al.,
2014). En effet, I'utilisation d’un ARN sh (short hairpin) dirigé contre la déubiquitinase
USP5 (Ubiquitin Specific Protease 5) induit une diminution de I’adressage du canal Cav3.2 a
la membrane et une diminution du courant T. In vivo, ceci se traduit par une anti-hyperalgie
mécanique dans les modeéles de douleur inflammatoire et neuropathique CCI. De plus, le
niveau d’USP5 est régulé positivement suite a la neuropathie induite par CCI, indiquant un
mécanisme possible de régulation positive du canal Cav3.2. En accord avec cette hypotheése
d’une surexpression des canaux T dans un contexte douloureux, il a été également montré
dans le modeéle SNI, que le niveau d’expression du canal Cav3.2 augmente spéecifiquement
dans les neurones a diametre moyen des DRG ayant subi une lésion (Kang et al., 2018). Cet
effet est associé a une augmentation de I’amplitude des dépolarisations suivant les PA (ADP :
After Depolarization) aux potentiels hyperpolarisés (-85 a -95mV) indiquant un impact
fonctionnel d’une régulation positive du canal Cav3.2 lors de la neuropathie.

Le Cav3.2 a donc un role certain dans la perception douloureuse neuropathique. Cependant,
les résultats disponibles ne donnent que peu d’indication sur la localisation des canaux Cav3.2
mis en jeux. Ces canaux sont en effet exprimés aussi bien au niveau périphérique, dans les
DRG, que central, dans la moélle et plusieurs régions du cerveau (Talley et al., 1999) et les
injections intrathécales d’ARN antisens sont susceptibles d’agir a ces différents niveaux
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4.1.2. Localisation des canaux Cav3.2 impliqués dans la perception douloureuse

Peu d’études ont déterminé la localisation des neurones exprimant les canaux Cav3.2
impliqués dans la perception douloureuse aigué ou chronique. Au niveau du bulbe rachidien,
I’application de TTA-A2 diminue [I’excitabilité des neurones sensoriels primaires, en
augmentant le seuil de déclenchement du PA, et induit une analgésie mécanique, thermique et
chimique. Ces effets sur I’excitabilité et la perception douloureuse sont abolis chez les souris
KO-Cav3.2 (Francois et al., 2013). Une autre étude montre que le TTA-A2 ainsi que le
paracétamol présentent des effets analgésiques lors de stimuli nociceptifs mécaniques ou
chimiques (formaline). Ces derniers sont abolis chez les souris KO-Cav3.2 ainsi que suite a
I’administration intra-cérébro-ventriculaire d’ARN antisens du Cav3.2. Ceci indique que les
effets analgésiques du paracétamol reposent sur les canaux Cav3.2 supra-spinaux (Kerckhove
et al.,, 2014). Enfin, chez le rat, aprés une CCI, le niveau d’expression du canal Cav3.2
augmente dans I’ACC et une augmentation du courant T est observée. De plus,
I’administration d’un inhibiteur des canaux T (NNC 55-0396) diminue la fréquence des CPSE
miniatures et supprime la décharge neuronale dans cette région. Ces effets s’accompagnent
d’une atténuation de I’allodynie mécanique et thermique lors de la micro-injection de cet
antagoniste dans I’ACC (Shen et al., 2015).

Ces études suggerent que I’expression périphérique et centrale du canal Cav3.2 contribue a la
perception douloureuse aigué et chronique. Mais le réle de ce canal demeure peu défini dans
ces deux contextes, de par I’absence d’antagoniste spécifique de cette isoforme, mais aussi de
par le peu de données décrivant précisément la localisation de la protéine Cav3.2 aux

différents niveaux des voies de la nociception.
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4.1.3. Expression périphérique et spinale du canal Cav3.2

Dans cette optique, I’équipe d’Emmanuel Bourinet a développé un modele génétique murin,
la lignée knock-in Cav3.2-eGFPflox (KI), chez laquelle un tag GFP a éte inséré dans le locus
Cacnalh du canal Cav3.2. Ceci leur a permis de localiser précisément I’expression
périphérique et spinale du canal Cav3.2 a I’aide de marquages immunohistochimiques dirigés
contre la GFP (Candelas et al., 2019; Francois et al., 2015). lls ont ainsi déterminé qu’au
niveau périphérique, le canal Cav3.2 est spécifiquement exprimé dans les fibres Ad et C-
LTMR, innervant les follicules pileux de la peau, ainsi que le long des fibres (Francois et al.,
2015). Au niveau spinal, le canal Cav3.2 est exprimé dans une population large et diversifiée
de neurones de la couche Il (Candelas et al., 2019). Cette lignée KI présente également des
séquences loxP dans le locus du canal Cav3.2, permettant sa délétion par la cyclic
recombinase (Cre). Ainsi, nos collaborateurs ont pu produire une délétion spécifique du canal
dans les C-LTMR, par croisement avec la lignée murine Nav1.8-Cre. lls ont ainsi démontré le
role du canal Cav3.2 dans la sensibilité tactile aigué et dans le développement de I’allodynie
mécanique, thermique et chimique dans le modéle neuropathique SNI (Francois et al., 2015).
Enfin, sa délétion spécifique spinale par injection locale de la Cre induit une diminution du
comportement de décharge transitoire des neurones spinaux et de I’amplitude des
dépolarisations en rebond, accompagnés d’une modification des cinétiques des PA (Candelas
et al., 2019).

Ces résultats suggerent que les canaux Cav3.2 sont impliqués dans la perception douloureuse
aigué et chronique a différents niveaux de la chaine de traitement des informations
nociceptives. Afin de compléter I’'analyse du réle de ces canaux en nous focalisant sur les
structures supra-spinales du systéeme nociceptif, nous avons tiré profit de la lignée murine Kl-
Cav3.2-eGFPflox et identifié une forte expression du canal Cav3.2 dans le Noyau Prétectal
Antérieur (APN, Figure 13). Le chapitre suivant sera consacré a une description anatomo-
fonctionelle de ce noyau afin d’introduire le contexte de nos résultats.
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B-0.58mm

B-2.80mm

Figure 13 | Expression du canal Cav3.2-GFP au niveau supra-spinal (données
personnelles).

Observation en microscopie a épifluorescence a champ large du marquage
immunohistochimique du canal Cav3.2-GFP (vert) dans le cerveau de souris KI-Cav3.2-
eGFPflox, sur trois niveaux de tranches coronales (du plus antérieur en haut, au plus
postérieur en bas).

ACC : Cortex Cingulaire Antérieur ; APN : Noyau Prétectal Antérieur : In: Cortex Insulaire ;
nRT : Noyau Réticulé du Thalamus ; S1/S2 : Cortex Somatosensoriel primaire et secondaire ;
St : Striatum
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CHAPITRE III :

1. Organisation du prétectum

Bien que souvent considéré comme d’origine mésencéphalique dans la littérature, le
prétectum est une structure dérivant du neuroépithélium diencéphalique. En effet, au cours du
développement les prosomeéres 1 et 2 du diencéphale se différencient en une masse
pronucléaire donnant respectivement naissance a I’épithalamus et au prétectum (Jones, 1985).
Ce dernier est localisé a I’interface entre le mésencéphale et le thalamus. L’observation de ce
complexe chez plusieurs mammiferes non humains, notamment le chat et le rat, a permis
d’identifier 5 noyaux prétectaux par homologie de structure et de fonction (Figure 14 ;
Kanaseki and Sprague, 1974; Berman, 1977; Weber and Harting, 1980; Hutchins, 1991; Rees
and Roberts, 1993) :

- Le noyau preétectal antérieur (APN : Anterior Pretectal Nucleus)
- Le noyau prétectal médian (MPT : Medial Pretectal nucleus)

- Le noyau du tractus optique (NOT : Nucleus of the Optic Tract)
- Le noyau preétectal olivaire (OPT : Olivary Pretectal nucleus)

- Le noyau preétectal postérieur (PPT : Posterior Pretectal nucleus)

L’organisation du prétectum est similaire chez les mammiferes primates et non primates
(Hutchins and Weber, 1985). D’apres une étude ancienne, la nomenclature classiqguement
utilisée chez I’humain différait car elle était basee sur des observations faites chez le lapin et
la tortue (Kuhlenbeck and Miller, 1949). A des fins de clarté, des auteurs ont donc transposé
la nomenclature présentée ci-dessus chez I’Homme en se fondant sur des homologies de

positions et de marquages chimiques (Borostyankoi-Baldauf and Herczeg, 2002).

Le prétectum est connu chez les mammiféres pour son role dans le contréle des réflexes
oculomoteur et pupillaire a la lumiere. En effet, les Iésions de ce complexe induisent entre
autres un déficit dans les comportements visuo-guidés, une perception diffuse de la lumiere
ou encore un nystagmus optocinétique (Rees and Roberts, 1993). La plupart des noyaux
prétectaux, notamment NOT et I’OPT, recoivent des afférences directes de la rétine (Garey
and Powell, 1968; Hutchins and Weber, 1985; Scalia and Arango, 1979). Ces noyaux
envoient également des projections vers des structures du systéme visuel et oculomoteur,
telles que le noyau d’Edinger Westphal (EWN), le noyau de Darkschewitsch (Dk) et le noyau
interstitiel de Cajal (Inc, Carpenter and Pierson, 1973; Berman, 1977; Weber and Harting,
1980).
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En revanche, contrairement aux autres noyaux prétectaux, I’APN est trés peu connecté avec
des structures visuelles. Si des afférences rétiniennes ont été observées vers I’APN chez le
chat, elles sont absentes chez le rat et le primate (Hutchins, 1991; Scalia and Arango, 1979).
Ce noyau est en réalité associé a des fonctions somatosensorielles, notamment

antinociceptives (Rees and Roberts, 1993).

Edinger-Westphal Nucleus

Nucleus of the Posterior Commisure
Dorsolateral Geniculate Nucleus
Ventrolateral Geniculate Nucleus

Retina Nucleus of Darkschewitsch
Visual Cortex Interstitial Nucleus of Cajal
- Cerebellum
Cranial Nerve Nuclei
Pulvinar
Somatosensory Cortex
Motor Cortex
Ventromedial Hypothalamus Somatosensory Cortex
Ventrolateral Geniculate Nucleus Central Lateral Nucleus
Zona Incerta Hypothalamus
Posterior Pretectal Nucleus Zona Incerta

Posterior Thalamic Nucleus

Pontine Parabrachial Region
Pontine Parabrachial Nucleus

Superior Colliculus

Deep Mesencephalon Deep Mesencephalon
Periaqueductal Gray Paragigantocellularis Lateralis
Locus Coeruleus Gigantocellularis

Dorsal Column Nuclei Nucleus Raphe Magnus/Obscurus

Lamina I Neurones

Figure 14 | Organisation du complexe prétectal chez le rat (d’aprés Rees and Roberts,
1993).

Le prétectum est organisé en 5 noyaux. Leurs afferences et efférences respectives sont
représentées par des fleches. Les connexions visuelles impliquent essentiellement le NOT,
I’OPT et le MPT. L’APN présente des connexions essentiellement somatosensorielles.
APtN/APN : Noyau Prétectal Antérieur ; NOT : Noyau du Tractus Optique ; MPT : Noyau
Prétectal Médian ; PPT : Noyau Prétectal Postérieur.
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2. Organisation du noyau prétectal antérieur

2.1. Anatomie de I’APN

L’APN est le noyau le plus rostral et le plus grand du complexe prétectal. Son organisation
cellulaire a été étudiée chez plusieurs espéces a I’aide de marquages des corps cellulaires et de
la myéline. Les études réalisées chez les mammiféres non primates (chat, lapin, rat,
musaraigne) ont permis de distinguer deux régions en fonction de leur architecture et de la

densité cellulaire : une région dorsale (APNd) et une région ventrale (APNv).

Dans ces espéces, I’APNd se caractérise par une plus forte densité de corps cellulaires que
I’APNV et un neuropile de fibres myélinisées. Les corps cellulaires sont de tailles homogenes,
petites et moyennes. A I’inverse, les corps cellulaires de I’APNv ont des tailles plus
disparates, avec des neurones de grande et de petite tailles et cette région est traversée par de
larges faisceaux myélinisés, diminuant la densité des corps cellulaires. Ces deux régions sont
donc également distinguées comme compacte (APNc, pars compacta) et réticulée (APNr,
pars reticulata, Scalia, 1972; Kanaseki and Sprague, 1974; Berman, 1977; Avendafio and
Juretschke, 1980; Gregory, 1985; Kitao and Nakamura, 1987). Sur la base de cette
hétérogénéitée de composition cellulaire, mais également en raison de différences dans leurs
afférences certaines études suggérent qu’il s’agirait de noyaux distincts, (Foster et al., 1989;
Scalia, 1972). Chez le primate, ’APN est de taille réduite, en comparaison aux autres
mammiféres et aucun élément cyto-architectural n’a permis de distinguer une région

compacte et une région réticulaire (Hutchins and Weber, 1985).

2.2. Connectivité anatomique de I’APN

La connectivité de I’APN a principalement été étudiée du point de vue anatomique. Elle a été
établie par injections de traceurs antérogrades et rétrogrades tels que la horseradish
peroxidase associée ou non a la wheat-germ agglutinin (HRP et WGA-HRP), des acides
aminés tritiés, le marqueur rétrograde FastBlue, ainsi que par marquage en imprégnation
argentique des fibres dégénerescentes suite a la lésion de I’APN (marquage de Fink-Heimer).
Ces travaux ont mis en évidence des projections de I’APN vers le prétectum contralatéral,
essentiellement vers I’/APN, le PPT, le MPT (Berman, 1977), ainsi que diverses connexions

avec des systémes extra-prétectaux.
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2.2.1. Connexions anatomiques avec le systeme visuel et oculomoteur

Les connexions du prétectum avec le systéme visuel ont d’abord été étudiées chez le chat ou
des afférences rétiniennes bilatérales dans le NOT ont été montrées (Berman, 1977; Garey
and Powell, 1968). Des projections rétiniennes ont également été décrites chez le rat dans
I’OPT et le NOT (Scalia and Arango, 1979). Plus récemment, une projection rétinienne
bilatérale vers I’APN chez le chat a été rapporté (Hutchins, 1991) bien qu’elle ne fasse pas
I’objet d’un consensus (Kanaseki and Sprague, 1974). Cette projection existerait aussi chez le
lapin et la musaraigne mais pas chez le rat ni la souris (Scalia, 1972). Chez le singe, une étude
rapporte un faible marquage dans I’APN suite a I’injection d’acide aminé tritié dans la rétine
(Hutchins and Weber, 1985). Les auteurs précisent cependant qu’il est impossible de
déterminer si ce marquage correspond a des terminaisons synaptiques ou a des fibres de
passage. Les afférences rétiniennes vers I’APN semblent donc varier d’une espéce a I’autre et

d’une étude a I’autre mais I’absence de projection chez le rat et la souris parait établie.

Cependant, des afferences de I’APN en provenance d’autres régions du systéeme visuel et
oculomoteur ont été observées, notamment chez le rat (Cadusseau and Roger, 1991; Foster et
al., 1989). C’est le cas du corps genouillé latéral ventral (vVLGN) qui fait partie du noyau
sensoriel primaire thalamique recevant des informations visuelles. C’est également le cas des
colliculi supérieurs, plus particulierement des couches superficielles, ainsi que du noyau
latéropostérieur (LP) thalamique et du Dk oculomoteur. Enfin, des afférences du cortex visuel
(aires 17 et 18) ont été observées chez la musaraigne (Weber and Harting, 1980) et chez le rat
(Cadusseau and Roger, 1991).De plus, des afférences provenant d’autres noyaux prétectaux,
impliqués dans le contréle oculomoteur, tels que I’OPT et le PPT, ont été décrites chez le rat
(Cadusseau and Roger, 1991; Foster et al., 1989).

Plusieurs structures visuelles et oculomotrices projettent donc vers I’APN. Ce noyau envoie
également des projections réciproques vers ces systemes. En effet, il projette vers les colliculi
supérieurs, le noyau de Darkshewitsch, le noyau interstitiel de Cajal, le VLGN et le pulvinar
(Berman, 1977; Itoh, 1977; Weber and Harting, 1980; Onodera and Hicks, 1995). Ces
projections décrites chez le chat et la musaraigne n’ont cependant pas été trouvées chez le rat

ou la souris.
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Ainsi, il existerait des connexions de I’APN avec des noyaux visuels et oculomoteurs, souvent
réciproques comme pour le VLGN, le Dk et les colliculi supérieurs. Cependant, celles-ci
varient d’une espece a I’autre et certaines ne font pas I’objet d’un consensus. Cette incertitude
résulte probablement des limites des techniques de tracages antérogrades, ne permettant pas
de déterminer si les marquages observés correspondent a des terminaisons synaptiques ou a
des fibres de passage. Par ailleurs, du point de vue fonctionnel, aucune implication spécifique
de I’APN dans la vision ou le contrdle oculomoteur n’a été montrée a ce jour. En revanche, de
nombreuses connexions avec le systeme somatosensoriel ont été décrites, associées a un réle

dans la nociception (cf. 3)
2.2.2. Connexions anatomiques avec le systeme somatosensoriel

Des études de tragages ont montré que I’ APN recoit des afférences ascendantes en provenance
de noyaux du tronc cérébral. Notamment, elle recoit des projections des noyaux gracile et
cunéen des colonnes dorsales, avec une organisation somatotopique, observées chez le rat
(Yoshida et al., 1992), le chat (Berkley and Mash, 1978; Wiberg and Blomgvist, 1984a) et le
singe (Wiberg et al., 1987). Elle recoit également des afférences du noyau sensoriel trigéminal
SP5, notamment des sous-noyaux interpolaris (SP5i) et oralis (SP50), observées chez le rat
(Veinante et al., 2000; Yoshida et al., 1992). Ces afférences transmettraient des informations
somatosensorielles relatives a plusieurs vibrisses, vers I’APN, le PO et la ZI (Veinante and
Deschénes, 1999). Enfin, des projections clairsemées issues directement de neurones de la
moélle épiniére ont été rapportées, en provenance des parties lombaire et cervicale du tractus
spino-thalamique, chez le singe (Wiberg et al., 1987), chez le chat (Wiberg and Blomguvist,
1984b) et chez le rat (Lund and Webster, 1967; Cliffer et al., 1991). L’APN recoit également
des afférences corticales en provenance de la couche V du cortex somatosensoriel, observées
chez le chat (Berkley and Mash, 1978), le rat (Foster et al., 1989) et la souris (Aronoff et al.,
2010; Mao et al., 2011; Sumser et al., 2017).

En termes d’efférences, des projections descendantes de I’APN susceptibles d’impacter
I’intégration des informations somatosensorielles ont également été décrites. En effet, des
projections directes ont été rapportées vers la formation réticulée mésencéphalique chez le
chat (Berman, 1977; Itoh, 1977), la musaraigne (Weber and Harting, 1980) et le rat, plus
particulierement dans les noyaux gigantocellularis et paragigantocellularis (Gi, PGi, Zagon et
al., 1995). De nombreuses fibres ont également été décrites dans le pont chez le rat

(Cadusseau and Roger, 1991; Terenzi et al.,, 1995). Mais I’APN envoie également des
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projections ascendantes vers des noyaux thalamiques. Une étude des terminaisons synaptiques
de I’APN dans le thalamus montre que ces projections ciblent les noyaux d’ordre supérieur
(Bokor et al., 2005). Ces noyaux thalamiques sont caractérisés par leur tres forte connexion en
provenance des neurones de la couche V du cortex, par opposition aux noyaux de premier
ordre dont I’afférence excitatrice principale provient de la périphérie (Guillery and Sherman,
2002). Ainsi, chez le rat, il a été montré que les noyau postérieur (Po), éthmoide (Eth) et
postérieur triangulaire (PoT) traitant des informations somatosensorielles recoivent des
afférences de I’APN (Bokor et al., 2005).

2.2.3. Autres connexions de I’APN avec des structures thalamiques et associées

D’autres structures n’appartenant pas a un systéeme defini entretiennent des connexions avec
I’APN. Des projections thalamiques ont été décrites vers les noyaux intralaminaires,
notamment vers le noyau centrolatéral (CL) mais aussi vers le centromédian (CM) et le
paracentral (PC), chez le chat (Berman, 1977; Itoh, 1977; Kitao et al., 1989), la musaraigne
(Weber and Harting, 1980) et le rat (Carstens et al., 1990; Terenzi et al., 1995). Une
projection vers le noyau latérodorsal (LD) du thalamus a également été décrite chez le rat
(Robertson, 1983). Ce dernier considéré comme un noyau associatif aurait une fonction
somatosensorielle (Bezdudnaya and Keller, 2008). Une étude récente a employé des
marquages au BDA (Biotinylated Dextran Amine) et PHAL (Phaseolus vulgaris
Leucoagglutinin) afin d’observer les terminaisons synaptiques de I’APN dans le thalamus.
Les auteurs montrent la présence de terminaisons dans le thalamus ipsilatéral, non seulement
dans le PO, I’Eth et le PoT somatosensoriels, mais également dans le LD et le LP visuels,
dans le ventro-médian moteur, le médio-dorsal associatif ainsi que dans les noyaux
intralaminaires centrolatéral, paracentral et parafasciculaire (Bokor et al., 2005). Enfin, une
connexion réciproque de I’APN avec la ZI, notamment ventrale (vZI), a aussi été observée
chez le rat (Cadusseau and Roger, 1991; Foster et al., 1989; Giber et al., 2008; Terenzi et al.,
1995), le chat (Berman, 1977; May et al., 1997) et la musaraigne (Weber and Harting, 1980).
La ZI serait impliquée dans le contr6le du passage d’informations sensorielles entre le
thalamus et d’autres structures (Trageser and Keller, 2004; Trageser et al., 2006; Watson et
al., 2015). Les études anatomiques ont donc démontré une large connectivité de I’APN.
Cependant, I’observation de fibres dans des structures cibles potentielles ne suffit pas a
démontrer que des connexions existent avec ces structures, dans la mesure ou il pourrait s’agir

uniquement de fibres de passages (Hutchins and Weber, 1985).
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2.3. Connectivité fonctionnelle de I’APN
2.3.1. Connectivité intra-cérébrale de I’APN

Afin d’approfondir cette description purement anatomique des afférences et efférences de
I’APN, des travaux décrivant la connectivité fonctionnelle de ces projections ont été réalisés,
notamment chez le rat anesthésié. La connexion entre I’APN et les noyaux thalamiques
d’ordre supérieur a été étudiée chez le rat (Bokor et al., 2005). Cette étude montre que les
terminaisons synaptiques mises en jeu sont majoritairement GABAergiques (82%, Figure 15)
et qu’elles sont capables d’évoquer un courant inhibiteur monosynaptique dépendant des
récepteurs GABA-A (bicuculline sensible) dans les neurones du noyau postérieur thalamique
(PO). En terme d’impact sur I’excitabilité de ces neurones, les auteurs ont montré que les
PPSI évoqués par la stimulation électrique de I’APN sont capables de supprimer la décharge
du neurone thalamique cible et d’y induire une dépolarisation en rebond, parfois associée a
une bouffée de potentiels d’action. Cet effet a été observé non seulement in vitro mais
également in vivo. Cette étude démontre donc I’existence d’une forte connexion fonctionnelle

inhibitrice de I’APN vers les noyaux thalamiques d’ordre supérieur.

La connexion entre I’APN et la vZI a également été décrite d’un point de vue fonctionnel
chez le rat (Giber et al., 2008, Figure 15). En effet, I’analyse des terminaisons synaptiques de
I’APN dans la ZI par microscopie électronique a montré que 60.5% sont GABA-négatives
(GABA-) et 38.2% GABA-positives (GABA+). Ces deux types de terminaisons contactent
préférentiellement les dendrites moyens. Les somas sont contactés dans de rares cas par des
fibres GABA-. La projection APN-ZI est donc majoritairement inhibitrice. De fagon
surprenante, la composante inhibitrice de la voie APN-ZI semble inexistante chez le chat. En
effet, chez cette espéce, les synapses APN-ZI sont asymétriques, morphologie caractérisant
généralement des synapses excitatrices (May et al., 1997).

Par ailleurs, la projection ZI-thalamus qui innerve préférentiellement les noyaux thalamiques
d’ordre supérieur (Halassa and Acsady, 2016) est trés majoritairement GABAergique (Bartho
et al., 2002, Figure 15). L’APN pourrait donc exercer un contrdole complexe sur I’activité des
noyaux thalamiques d’ordre supérieur reposant sur une projection directe essentiellement
inhibitrice et une projection indirecte via la ZI, pouvant induire un renforcement ou une levée

d’inhibition selon I’entrée excitatrice ou inhibitrice impliquée respectivement.
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De plus, I'implication de I’APN dans I’excitabilité du PO a été observée dans le syndrome de
douleur centrale (CPS : Central Pain Syndrome) chez le rat. En effet, I’activité spontanée et
évoquée du PO augmente suite a une lésion spinale, en partie du fait d’une diminution de
I’entrée inhibitrice en provenance de la ZI (Masri et al., 2009). Les mémes auteurs ont montre
que I’activité de I’APN augmente également dans ce modéle de CPS, notamment dans les
neurones projetant sur la ZI. La suppression de I’activité de I’APN chez des rats contrbles
étant corrélée a une augmentation de I’activité spontanée du PO, ces résultats suggérent que
I’APN régule I’entrée inhibitrice de la ZI vers le PO et que son hyperexcitabilité en CPS
pourrait contribuer a I’hyperactivité du PO.

APN
Thalamus
5

Po <L
3 .} < )
: \ . ‘;T*\“*

I

4 ‘E_Iy

60.5% GABA- [ \

38.206 GABA+ |

Figure 15 | Diagramme de la connectivité entre le thalamus, la ZI et I’APN (adapté de
Giber et al., 2008).

Projection excitatrice : gris ; projection inhibitrice : noir.

Le PO recoit des afférences majoritairement GABAergiques de I’APN (1) et la ZI (2) (Bartho
et al.,, 2002; Bokor et al., 2005). L’APN exerce également un contrdle sur la ZI par des
projections, a 38% GABAergiques (voie 4, Giber et al., 2008). De nombreuses collatérales
axonales intra-APN existent (voie 5)

PO : Noyau Postérieur thalamique ; vZI: Zona Incerta ventrale ; APN : Noyau Prétectal
Antérieur.
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Outre le thalamus, d’autres régions du cerveau répondent aux stimulations de I’APN. En effet,
chez le rat anesthésié, des neurones de la région parabrachiale pontine (PPR) recoivent une
entrée excitatrice lors de la stimulation électrique de I’APN et réciproquement (Terenzi et al.,
1992). De méme, la stimulation de I’APN excite des cellules de la région ventro-latérale du
bulbe rachidien (VLM, Terenzi et al., 1991). L’APN n’est donc pas un noyau exclusivement

inhibiteur mais envoie également des projections excitatrices.
2.3.2. Connectivité spinale de I’APN

La connectivité fonctionnelle avec les voies sensorielles spinales a également été étudiée. La
stimulation électrique des colonnes dorsales contralatérales (noyaux gracile et cunéen), ainsi
que du DLF ipsilatéral évoque une excitation orthodromique dans I’APN (Rees and Roberts,
1989; Rees et al., 1995). L’APN recoit donc des afférences excitatrices de la moélle épiniere.
Par ailleurs, des projections descendantes ont également été mises en évidence du point de
vue fonctionnel. En effet, la stimulation électrique de I’APN excite les neurones nociceptifs
spinaux des cornes dorsales de la moélle épiniére dans les couches superficielles et inhibe les
neurones spinaux a champs récepteurs multiples des couches profondes (Rees and Roberts,
1989; Rees et al., 1995). Elle inhibe également la plupart des neurones nociceptifs des noyaux
somatosensoriels trigéminaux du tronc cérébral (SP5 subnucleus oralis, interpolaris et
caudalis, Chiang et al., 1992). Il y a donc une connectivité fonctionnelle descendante de
I’APN vers les neurones spinaux et trigéminaux, impliquée dans le contrdle descendant de la
douleur. Cette connectivité fonctionnelle n’est cependant pas forcément directe d’un point de
vue anatomique, et les voies spinales mises en jeu n’ont pas été identifiées (cf. 3.2.3.). Ainsi,
I’APN est un carrefour de connectivité ascendante et descendante au sein du systeme
somatosensoriel (Figure 18), suggérant un réle majeur dans I’intégration et la modulation des
messages nociceptifs.
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3. Réle de I’APN dans la somesthésie et I’antinociception

3.1. Découverte de I'implication de I’APN dans la nociception

De nombreuses études de stimulation électriques de diverses regions, notamment dans le tronc
cerébral, ont été réalisées afin d’en observer I'impact sur la perception de la douleur
(Reynolds, 1969). Elles ont permis d’identifier plusieurs structures dont la stimulation
produisait une analgésie (SPA : Stimulation Produced Analgesia) se traduisant par une
diminution des réponses comportementales aux stimuli douloureux (Mayer et al., 1971;
Rhodes and Liebeskind, 1978). Une des structures les plus étudiées dans ce contexte fut la
PAG, capable d’induire une analgésie équivalente ou supérieure a une dose de 10mg/kg de
morphine, en diminuant les réponses des neurones sensoriels spinaux par contrdle descendant
(Mayer and Liebeskind, 1974). Parmi les autres structures identifiées se trouvent I’habenula
(Mahieux and Benabid, 1986 ; Terenzi et al., 1990 ; Cohen and Melzack, 1986), la RVM
(Gebhart et al., 1983; Prieto et al., 1983; Sandkuhler and Gebhart, 1984b, 1984a), le PB
(DeSalles et al., 2009), le Lc (Segal and Sandberg, 1977), les cortex préfrontal et
somatosensoriel (Hardy, 1985; Chiang et al., 1990), ainsi que I’APN (Roberts and Rees,
1986).

Les stimulations de ces régions, notamment pontines et mésencéphaliques, peuvent également
évoquer des réactions aversives (Olds, 1963; Hilton and Redfern, 1986). Or le stress per se est
capable d’induire de I’analgésie (Butler and Finn, 2009; Parikh et al., 2013). De plus, parmi
les effets collatéraux potentiels des stimulations cérébrales, des déficits moteurs et des césures
peuvent altérer les réactions des animaux. Ainsi, I’analgésie induite apres stimulation
électrique de certaines de ces régions pourrait n’étre qu’un effet indirect. Par exemple, les
stimulations de la PAG et du Nucleus Raphe Magnus (NRM) évoquent de fortes réactions
d’évitement a de faibles intensités de stimulation (Oleson et al., 1980). Des travaux ont donc
visé a établir la corrélation entre les comportements d’analgésie et d’aversion. L’APN a éte
identifié comme étant une des seules régions dont la stimulation ne générait aucune réaction
aversive, Otant la possibilité d’un biais d0 au stress. Sa stimulation n’induit pas non plus de
déficit moteur ni de changement de [Pactivité électro-encéphalographique suggérant
qu’aucune altération motrice ou césure ne pouvait biaiser ces résultats. (Prado and Roberts,
1985; Rhodes and Liebeskind, 1978). Par ailleurs, I’APN est la région cérébrale requérant la

plus faible intensité de stimulation pour évoquer une analgésie (Prado and Roberts, 1985). Ces
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observations font de I’APN un bon candidat pour des applications thérapeutiques de

stimulations cerébrales.
3.2. Role de I’APN dans la perception de la douleur aigué
3.2.1. Effet antinociceptif de la stimulation de I’APN

Plusieurs travaux ont ainsi été menés, notamment chez le rat, pour étudier les effets
antinociceptifs de la stimulation de I’APN dans le cadre de douleurs aigiies. La stimulation
électrique de cette région chez le rat éveillé atténue les réponses comportementales a des
stimulations nociceptives. Cet effet a été observé dans le cadre d’une stimulation thermique
chaude de la queue (test du Tail-Flick, Figure 16A), d’une stimulation mécanique par pression
et pincement de la patte (Figure 16A), et chimique dans la phase précoce de I’hypersensibilité
induite par injection intraplantaire de formaline (Figure 16B, Rhodes and Liebeskind, 1978;
Roberts and Rees, 1986; Rees and Roberts, 1987; Wilson et al., 1991; Terenzi et al., 1992).
Cet effet antinociceptif de la stimulation de I’APN a également été observé sur le réflexe
d’ouverture de la méachoire (Jaw Opening Reflex, JOR, Chiang et al., 1991). Seul le test de la
plaque chauffante ne révele pas d’effet en SPA (Stimulation Produced Analgesia, Figure
16A).

Figure 16 | Effets antinociceptifs de
la stimulation électrique de I’APN
(d’apreés Wilson et al., 1991)
(A) Effet de la stimulation électrique
de PAPN sur les  réponses
comportementales lors des tests du
Tail-Flick (A), de pression de la patte
(A) et de la plague chauffante ().
R i L’indice d’analgésie (1A) correspond a
' B, o la différence normalisée entre les
latences de réponses avant et apres
B . stimulation de I’APN. L’axe des
. } r/ \ abscisses correspond au temps aprés la
| \ //{ stimulation de I’APN (& T = Omin).
1 N/ ,/I/Y’T\T\ (B) Mesure du comportement
M T nociceptif ~ suite a  Iinjection
| intraplantaire de formaline (@ T =
| \?\i Omin) avec (A) ou sans (A)
) | stimulation électrique de I’APN.
% 40 -5 O =, "o'” % 20 25 30 3% 40 45 0 *p<005
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Les stimulations électriques demeurent cependant peu précises car elles peuvent aussi bien
activer les corps cellulaires de la zone stimulée que des fibres de passage. L’utilisation de
glutamate pour stimuler I’APN a permis de montrer que les effets observés en Tail-Flick et en
JOR ne sont pas dus a la stimulation de fibres de passage mais bien a celle de I’APN méme
(Chiang et al., 1991; Prado, 1989). Cet effet est par ailleurs dose dépendant (Figure 17).

L’APN a donc un réle antinociceptif dans des contextes de douleur aigué.
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Figure 17 | Effet de I’injection de glutamate dans I’APN sur la réponse comportementale
en test de tail-flick (d’aprés Prado, 1989).

0 pg (o), 3.5ug () ou 7.0ug (0) de glutamate dilué dans 0.5uL de solution saline ont été
injectés pendant 3min dans I’APN chez 10 rats. Le début de I’injection est indiqué par une
fleche.

*p<0.05
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3.2.2. Mécanismes de I’antinociception médiée par I’APN

Afin de débuter I’étude des mécanismes sous-jacents a I’antinociception évoquée par la
stimulation de I’APN, des marqueurs d’activité ont été observés suite a des stimulations
nociceptives aigues. Ainsi, il a été montré que I’injection intraplantaire de formaline chez le
rat induit une augmentation de la consommation de *C-déoxyglucose dans I’APN. Cet effet
de I'ordre de 24% était observe en bilatéral des la phase précoce (Porro et al., 1991). Cette
étude ainsi que les enregistrements électrophysiologiques des réponses de neurones de I’APN
aux stimulations nociceptives aigiies suggeérent que I’APN opére bien une intégration des
signaux nociceptifs (Rees et al., 1995).

L’injection de différents agonistes a permis de mettre en évidence des voies de
neuromodulation mises en jeu dans I’antinociception médiée par I’APN, dans des contextes de
douleur aigué. Comme nous I’avons vu, I’injection de glutamate dans I’APN induit une
antinociception dose-dépendante en test de Tail-Flick chez le rat (Figure 17 ; Prado, 1989). Il
en est de méme lors de I’injection d’agonistes sérotoninergiques (notamment des récepteurs 5-
HT-1B) et opioides (notamment des récepteurs W), mais pas lors de [I’injection
d’acétylcholine, de carbachol, de norépinephrine ou de dopamine (Mamede Rosa and Prado,
1997; Prado, 1989). La sérotonine et les opioides endogenes pourraient donc étre les
neurotransmetteurs médiant, au moins en partie, I’antinociception de I’APN, via I’activation

de récepteurs 5-HT-1B et p-opioides.

3.2.3. Voies de I’antinociception médiée par I’APN

Afin de déterminer quelles voies étaient impliquées dans I’antinociception évoquée par la
stimulation de I’APN, les réponses des neurones spinaux ont été enregistrées. Ainsi, la
stimulation de I’APN évoque une inhibition de certains neurones localisés dans les couches
profondes des cornes dorsales de la moélle épiniére et une excitation des neurones des
couches superficielles. Parmi les neurones a champs récepteurs multiples inhibés dans les
couches profondes, certains ont été identifiés comme des neurones de projections dans le
tractus antérolatéral (ALF) contralatéral. De plus, la Iésion du DLF ipsilatéral, annule I’effet
de la stimulation de I’APN, tandis que la lésion de la voie des colonnes dorsales n’a aucun
impact (Rees and Roberts, 1987; Rees et al., 1995). L’antinociception médiée par I’APN

implique donc le DLF, qui fut également démontrée dans le modele d’analgésiée induite par
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électro-acupuncture en Tail-Flick (Silva et al., 2010). Les auteurs avancent I’hypothése selon
laquelle des stimuli nociceptifs exciteraient les neurones des couches superficielles envoyant
des projections excitatrices vers I’APN qui inhiberait a son tour les neurones spinaux profonds
projetant dans I’ALF contralatéral pour réduire la perception du stimulus douloureux (Rees et
al., 1995).

Cependant, aucune projection directe de I’APN dans la moélle épiniere n’a été démontrée.
Ceci suggere I’existence d’une ou plusieurs structures relais dans le tronc cérébral. Des
Iésions électrolytiques ou excitotoxiques ont cherché a mettre en évidence ces structures
relayant I’inhibition descendante de I’APN, notamment en test de Tail-Flick. Ainsi, il a été
montré que la lésion des noyaux profonds du mésencéphal (DpMe) ipsilatéral, de la VLM, du
noyau paragigantocellularis latéral (LPGi), ou encore du noyau pédonculopontin tegmental
(PPTg) réduit I’effet antinociceptif de la stimulation de I’APN (Genaro and Prado, 2016;
Terenzi et al., 1991, 1992; Wang et al., 1992). Certaines de ces structures ont par ailleurs déja
été décrites comme étant des cibles des neurones de I’APN (cf 2.3.1). Une étude démontre
que la stimulation de I’APN activerait une voie de signalisation opioide endogéne dans le
LPGi ipsilatéral et une voie de signalisation NMDA, sérotoninergique et nicotinique dans le
PPTg contralatéral (Genaro et al., 2019). De plus, I’injection de glutamate dans le noyau du
raphé dorsal (DRN) a un effet antinociceptif totalement inhibé par I’administration de
lidocaine, de naloxone ou d’antagonistes sérotoninergiques (methiothepine et méthysergide)
dans I’APN. L’intégrité de I’APN est donc nécessaire a I’effet antinociceptif du DRN,
impliquant des voies de modulation sérotoninergiques et opioides (Mamede Rosa et al., 1998;
Prado and Faganello, 2000). La voie de connexion entre I’APN et le DRN a été par ailleurs
confirmée dans cette étude par I’injection du traceur rétrograde Fast blue dans le DRN.
L’APN pourrait donc étre un relai via lequel le DRN module les messages nociceptifs
provenant de la moélle. L’hypotheése d’une modulation sérotoninergique et opioide fut
également confirmée dans le cadre d’analgésie induite par la stimulation des cortex occipital
et rétrosplénial agissant via I’APN lors du test de Tail-Flick (Reis et al., 2011).

L’APN est donc le siege d’un contréle descendant de la douleur aigué reposant sur
I’activation de voies sérotoninergique et opioides mais comme nous I’avons vu précédemment
elle est également susceptible d’exercer un contréle complexe sur I’activité du PO, via une

connexion directe et via la ZI (Figure 18).
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Ipsilatéral Contralatéral

> Projection inhibitrice
- Projection excitatrice

mmm) Projection indéterminée

Figure 18 | Diagramme récapitulatif des projections fonctionnelles caractérisées de
I’APN, potentiellement impliquées dans le contrdle de la perception douloureuse.

APN : Noyau Prétectal Antérieur ; DRN : Noyau du Raphé Dorsal ; LPGi: Noyau Latéral
Para-Gigantocellularis ; PO : Noyau Postérieure thalamique ; PPTg : Noyau Pédonculopontin
Tegmental ; ZI : Zona Incerta
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3.3. Role de I’APN dans la douleur chronique
3.3.1. Modeles de douleur chronique et persistante

Certaines études ont tenté de déterminer si le contrdle descendant exercé par I’APN dans le
cadre d’une douleur aigué était également impliqué dans des contextes de douleur persistante
ou chronique. L’implication de I’APN dans le contrdle de la douleur persistante a été étudiée
chez le rat avec des modéles de douleur incisionnelle, considéré comme un modéle de douleur
persistante ou une lésion est effectuée dans la vodte plantaire, ainsi que dans le modele de
douleur inflammatoire induite par le carraghénane, considéré comme un modele de douleur
subaigué, intermédiaire entre la douleur aigué et chronique. De méme, dans le modéle de
douleur incisionnelle, la lesion électrolytique ou le blocage par la lidocaine de I’APN
contralatéral & la Iésion induit une augmentation de I’allodynie mécanique (Villarreal et al.,
2003, 2004a). Le modele d’hyperalgie inflammatoire induite par le carraghénane a également
montré une augmentation de I’hyperalgie suite a I’injection de lidocaine dans I’APN
contralatéral (Villarreal et al., 2003). Ces études sur un role de I’APN dans la douleur
chronique et persistante sont bien moins nombreuses que celles concernant la douleur aigué,
mais elles convergent toutes vers I’hypothése selon laquelle I’APN réduirait la sévérité des

réponses comportementales aux lésions persistantes.
3.3.2. Mécanismes et voies de I’anti-hyperalgie chronique mediée par I’APN

En termes de mécanismes, dans le modele d’hyperalgie inflammatoire induite par le
carraghénane, le marquage c-Fos augmente significativement dans I’APN contralatéral
principalement, ainsi que dans une moindre mesure dans I’APN ipsilatéral (Villarreal et al.,
2003). L’APN semble donc intégrer les signaux de douleur persistante et chronique de
maniére bilatérale. Cette étude montre également que I’injection de bupivacaine dans I’APN
contralatéral y diminue le nombre de cellules c-Fos+. Cet effet est par ailleurs accompagné
d’une diminution de I’immunoréactivité c-Fos dans les couches superficielles de la moélle
épiniere ipsilatérale, et une augmentation dans les couches profondes ipsilatérales. Les auteurs
postulent donc qu’une entrée nociceptive activerait I’APN contralatéral déclenchant un
mécanisme descendant d’activation des neurones des couches superficielles et d’inhibition
des neurones des couches profondes dans la moélle épiniére. Cette hypothése corrobore celle
avancée pour le mécanisme d’antinociception évoqué par I’APN dans le cadre d’une douleur

aigué. Une étude pionniére réalisée dans le contexte d’une douleur chronique suggérait déja
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que dans le cadre de lésions prolongées, la décharge des neurones spinaux superficiels serait
maintenue par la stimulation et par une facilitation via I’APN, et qu’une inhibition

descendante soutenue réduirait les réponses aux lésions prolongées (Rees et al., 1995).

Par ailleurs, I’effet pro-hyperalgique de la lésion de I’APN dans le modele de douleur
incisionnelle serait médié en partie par des voies descendantes via le PPTg contralatéral et le
GiA (Villarreal et al., 2004b). Ces structures ont également été mises en évidence dans
I’antinociception descendante par I’APN lors de douleurs aigues. De plus, I’injection
d’antagonistes opioides (naloxone) et sérotoninergiques (méthysergide) dans I’APN augmente
I’allodynie dans le modele de douleur incisionnelle (Villarreal and Prado, 2007). Or les voies
opioides et sérotoninergiques ont également été indiquées comme médiatrices de
I’antinociception par I’APN en douleur aigiie. Cette étude emploie I’injection de nombreux
autres agonistes et antagonistes et avance I’hypothése selon laquelle les signaux nociceptifs
seraient relayés jusqu’a I’APN ventral par des voies cholinergiques et sérotoninergiques,
permettant I’activation des mécanismes de contrle descendants. La voie sérotoninergique
serait contrélée par des voies GABAergiques intrinseques de I’APN ou projetant sur I’APN,
modulées négativement par les terminaisons nerveuses opioides (Villarreal and Prado, 2007).

Ces observations suggerent que I’APN est un siége d’intégration des signaux nociceptifs non
seulement aigus mais aussi persistants ou chroniques et qu’elle activerait des voies
antinociceptives descendantes dans ces deux contextes. Par ailleurs, la stimulation de I’APN
dorsal induirait une meilleure antinociception dans le modele de douleur aigué de Tail-flick,
tandis que I’APN ventral aurait un effet antinociceptif plus efficace dans le modéle de douleur
incicionnelle (Villarreal et al., 2004a). Il est donc possible que I’intégration des signaux
nociceptifs aigus ou persistants s’effectue dans différentes régions de I’APN. Les mécanismes

descendants activés seraient cependant fortement similaires.
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3.3.3. Douleur neuropathique

L’APN exerce un contréle descendant sur la perception de la douleur aigué et dans certains
modeéles de douleur chronique. Mais le role de I’APN dans la douleur neuropathique est peu
connu. Ainsi, une premiéere étude a montré que dans le modele de deafférentiation des racines
dorsales, la lesion préventive de I'APN augmente le comportement d'autotomie de fagon
prolongée (jusqu’a 3 semaines, Rees et al., 1995). L’APN semble donc réduire les effets
débilitants d'une Iésion prolongée. Une étude plus récente par marquage cFos a montré
I’activation de tout ’APN peu aprés une constriction chronique du nerf (CCI: Chronic
Constriction Injury, Rossaneis and Prado, 2015). Cette étude montre également que la lésion
excitotoxique de I’APN ventral par le NMDA ou son inhibition par la lidocaine peu avant la
CCI favorise I’hypersensibilité tactile (Rossaneis and Prado, 2015; Rossaneis et al., 2015). Ce
phénoméne n’impliquerait que I’APN ventral, corroborant les résultats observés lors des
Iésions locales de I’APN en douleur aigué et persistante (Rossaneis and Prado, 2015;
Villarreal et al., 2004a). De facon intéressante, une lésion réalisée plus précocement, avant la
CCI, n’est pas pro-hyperalgique. De plus, lorsque la Iésion de I’APN est réalisée apres la CCl,
aucun effet n’est observé. Ces résultats suggerent que I’APN ventral aurait donc un réle dans
la mise en place de la neuropathie, notamment dans son initiation plutot que son maintien. Par
ailleurs, I’intensification de I’hypersensibilité tactile observée en phase initiale aprés la CCI
suite a I’injection des antagonistes naloxone et de méthysergide confirme I’implication des

voies opioides et sérotoninergiques, respectivement, dans le contexte d’une neuropathie.

L’APN est donc impliqué non seulement dans I’intégration des signaux nociceptifs aigus,
persistants et chroniques, mais également dans le modéle neuropathique de CCI. Cependant,
dans les modeles persistants et chroniques, la lésion de I’APN est effectuée de maniere
préventive et I’effet nociceptif observé est prolongé (Rees et al., 1995), tandis que dans le
modeéle neuropathique étudié, la lésion préventive de I’APN n’est efficace qu’en phase initiale
de la neuropathie tandis qu’une lésion ultérieure n’a aucun effet (Rossaneis et al., 2015). Par
ailleurs, il semblerait que les régions ventrale et dorsale de I’APN soient recrutées de fagon
différentielle dans les contextes aigus et chroniques, tout en impliquant des voies de
neuromodulation similaires. En conclusion, I’implication de I’APN dans I’intégration et le
contréle de la douleur aiglie semble clairement établie. Pourtant, cette structure n’est jamais
mentionnée parmi les centres supra-spinaux de la douleur. Par ailleurs, le rle de I’APN dans
le contexte de la douleur chronique reste encore a étre précisé, et de nombreuses questions

subsistent concernant son implication dans la neuropathie.
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PROBLEMATIQUE

Comme vu précédemment, la douleur est un signal d’alarme essentiel a I’intégrité
physique individuelle. Son évolution vers un état de douleur chronique la rend purement
délétere. Aujourd’hui, peu de molécules sont efficaces dans le traitement des douleurs
chroniques ou neuropathiques. Par ailleurs, les voies de la douleur, aigué ou chronique,
semblent ne pas étre totalement élucidées. Si certains mécanismes de développement de la
neuropathie ont récemment été identifiés, essentiellement au niveau périphérique et spinal, sa
physiopathologie reste encore mal définie, notamment au niveau supra-spinal. Ceci témoigne
de la nécessité d’approfondir I’état des recherches sur la douleur neuropathique, dans
I’optique d’obtenir de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Les dérégulations des
canaux ioniques semblent fondamentales dans cette pathologie. Parmi eux, le canal calcique
Cav3.2 a une implication nettement établie au niveau périphérique et spinal. Cependant, sa
localisation et son rdle au niveau supra-spinal n’ont pas encore été spécifiguement étudiés.
Par ailleurs, si les r6les des autres isoformes de canaux T, Cav3.1 et Cav3.3 ont été établis,
entre autres dans la décharge des neurones thalamiques et les oscillations thalamocorticales, le
role général de I’isoforme Cav3.2 exprimée dans le cerveau est encore inconnu. Gréce a un
modele murin développé et validé par nos collaborateurs aux niveaux périphérique et spinal,
nous avons investigué I’implication des canaux Cav3.2 exprimés au niveau supra-spinal dans

la douleur neuropathique.

Nos premiéres expériences de localisation du canal par immunohistochimie ont montré
que le canal Cav3.2 est exprimé dans des régions discrétes du cerveau, dont beaucoup font
partie de la «pain matrix». Une forte expression a notamment été remarquée dans le Noyau
Prétectal Antérieur (APN). De maniére intéressante, ce noyau ne fait pas partie des structures
supra-spinales classiquement désignées dans le traitement nociceptif. Or son rdle dans la
perception douloureuse a été clairement établi.

C’est pourquoi nous avons choisi d’étudier le réle du canal Cav3.2 exprimé dans
I’APN, dans le développement de la neuropathie. Pour ce faire, nous avons d’abord observe
plus précisément I’expression du canal Cav3.2-GFP dans I’APN chez les souris KI-Cav3.2-
eGFPflox. Puis nous avons eu recours a des injections virales locales de la Cre par stéréotaxie
chez ces souris et réalisé des tests comportementaux de sensibilité pour déterminer I’impact
de cette délétion locale, dans des conditions de perception somatosensorielle basale ou
neuropathique. Enfin, pour mieux comprendre les effets observés, nous avons effectué une
caracterisation anatomique, moléculaire et électrophysiologique in vitro des neurones Cav3.2-
GFP-positifs de I’APN
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1. Modeéles animaux

Les expériences ont été réalisées en accord avec les régles d’éthique de la Federation for
Laboratory Animal Science Association (FELASA), selon la directive 2010/63/UE, avec
I’accord du Comité d’Ethique pour la Santé et les Sciences de la Vie et du Ministére de
I’Enseignement Supérieur de la Recherche et de I’Innovation. Toutes les souris utilisées pour
cette étude étaient hébergées par groupes de 5 maximum par cage, avec un cycle jour/nuit de
12h/12h et un acces ad libidum & I’eau de boisson et & la nourriture.

Quatre lignées murines ont été utilisées au cours de cette étude, notamment la lignée Ki-
Cav3.2-eGFPflox (KI, Francois et al., 2015). Chez ces souris, la séquence codante de la GFP-
écliptique (eGFP, sensible au pH, (Miesenbdck et al., 1998) est insérée dans I’exon 6 du locus
cacnalh du canal Cav3.2 (Figure 19B). La GFP s’exprime ainsi dans une boucle
extracellulaire du canal, entre le 5° segment transmembranaire et le pore (Figure 19A). Des
sites LoxP sont également insérés avant I’exon 6 et apres I’exon 7 permettant la délétion de ce
fragment floxé en présence de la Cre. La comparaison des courants enregistrés dans des
neurones de DRG de souris homozygotes Wild-Type (WT), Kl et hétérozygotes WT/KI n’a
pas révélé d’impact de I’insertion de la GFP sur le courant T (Figure 19C, D, Francois et al.,
2015).

Nous avons également utilisé la lignée PValb-Cre (B6.129P2-Pvalb-tml(cre)Arbr/J)
exprimant la Cre sous le contréle du promoteur de la parvalbumine, ainsi que la lignée
reportrice Aild (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sor-tm14(CAG-tdTomato)Hze/J) exprimant de fagon
Cre-dépendante la protéine fluorescente sous le contrdle du promoteur CAG.
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Figure 19| Description de la lignée KI-Cav3.2-eGFPflox (adapté de Francois et al.,
2015).

(A) Schéma de la structure de la protéine de fusion Cav3.2-eGFP

(B) Locus cachalh WT (Cacnalh locus) et muté (Targeted locus removed) avec insertion de
la séquence codante de la eGFP entre les exons (Ex) 5 et 6, obtenue aprés retrait d’une
cassette de résistance a la néomycine au niveau du site de restriction Xbal.

(C) Courants Cav3.2 enregistrés par patch-clamp (configuration cellule entiére, mode voltage
imposé) dans les neurones des DRG de souris homozygotes WT ou KI.

(D) Densités moyennes de courant Cav3.2 (LVA current) des cellules enregistrées chez des
souris homozygotes WT/WT, hétérozygotes WT/KI et homozygotes KI/KI. Représentation de
la moyenne £ SEM.
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2. Immunohistochimie

2.1. Préparation des tranches

Pour tous les marquages immunohistochimiques, des souris agées de 4 a 31 semaines ont été
utilisées. Les animaux sontanesthésiés a I’isoflurane 2% (cf. Tableau 1), puis injectés avec
une dose létale de pentobarbital avant d’étre perfusées avec une solution a 4°C de liquide
céphalorachidien artificiel (ACSF, Artificial Cerebro-Spinal Fluid), oxygénée avec un
mélange 95%0; / 5%CO2, contenant (en mM) : 125 NaCl, 2.5 KCI, 2 CaClz, 1 MgCly, 1.25
NaH2PO4, 26 NaHCOs3, 25 glucose (cf. Tableau 7). Les cerveaux sont ensuite rapidement
extraits de la boite cranienne et incubés dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) dilué a
4% dans une solution de tampon phosphate (PBS : Phosphate Buffer Saline) pour post-
fixation pendant une nuit a 4°C. Par la suite, des tranches de 40um d’épaisseur sont réalisées a
I’aide d’un vibratome (Leica VT1000S) dans du PBS.

2.2. Marquages immunohistochimiques

Tous les marquages immunohistochimiques sont réalisés a température ambiante. Les
tranches sont rincées trois fois dans une solution de Tris Buffer Saline (TBS, contenant 50mM
de Tris Base et 150mM de NaCl) a pH 8.4, puis incubées dans une solution de TBS
additionnée de Tween20 a 0.05%, de Triton100X a 0.2% et de Donkey Serum a 10%
(TBSTD) pendant 1h30. Les détergents Tween20 et le Triton100X perméabilisent les
membranes, tandis que le Donkey Serum permet la saturation des sites aspécifiques. Les
tranches sont ensuite incubées avec les anticorps primaires (cf. Tableau 2) dans une solution
de TBSTD pendant une nuit, rincées 3 fois avec du TBS, incubées avec les anticorps
secondaires (cf. Tableau 3) dans du TBSTD pendant 2h et rincées de nouveau 3 fois avant

d’étre montées entre lame et lamelle dans du Fluoromount.
2.3. Acquisition et quantification

Les images de tranches entiéres sont acquises en microscopie a épifluorescence sous un
macroscope (Axio Zoom. V16 Zeiss). Les mosaiques sont réalisées au grossissement 200 et
traitées avec le logiciel ZEN (Zeiss). Les images utilisées pour étudier les co-expressions sont
acquises en microscopie confocale (Leica TCS SP5 droit) aux objectifs 20X et 63X, et traitées
a I’aide du logiciel Fiji/lmagel, avec le plug-in Cell Counter pour des comptages cellulaires

manuels.
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Anesthésique Marque Dilution Voie d’administration Dosage
Isoflurane Iso-Vet 2% Inhalée NP
Pentobarbital Euthasol Vet 362.9 mg/mL Intrapéritonéale 500 mg/kg
Kétamine Imalgene 1000 10 mg/mL Intrapéritonéale 100 mg/kg
Xylazine Rompun 2% 1 mg/mL Intrapéritonéale 10 mg/kg
Lidocaine Lurocaine 20 mg/mL Sous-cutanée NP
Tableau 1 | Liste des anesthésiques utilisés

NP : non pertinent

Antigéne Espéce Dilution Fournisseur Référence
GFP Poulet 1/500 Life Technologies A10262
GFP Lapin 1/500 Chromotek PABG1
Parvalbumine Souris 1/1000 Sigma Aldrich P3088
NeuN Lapin 1/500 Merck Millipore ABN78
DsRed/tdTomato/RFP  Lapin 1/1000 ClonTech 632496
Tableau 2 | Liste des anticorps primaires utilises.

Anticorps Espéce Dilution Fournisseur Référence
Anti-poulet-A488 Chévre 1/500 Life Technologies A11039
Anti-poulet-A488 Ane 1/500 Sigma Aldrich SAB4600031
Anti-lapin-A647 Chévre 1/500 Life Technologies A21244
Anti-souris-A488 Chévre 1/500 Life Technologies A11001
Anti-souris-A555 Chévre 1/500 Life Technologies A21422
Anti-lapin-Cy3 Ane 1/2000 Jackson IR 711-165-1525

Tableau 3 | Liste des anticorps secondaires utilisés.
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3. Chirurgies

Les souris sont anesthésiées a I’aide d’un mélange kétamine-xylazine (cf. Tableau 1) et
placées sur un tapis chauffant. Un collyre a base de vitamine B12 (Twelve TVM) est appliqué
sur les yeux et une injection sous-cutanée de solution saline stérile (NaCl 0.9%) est réalisée
afin de prévenir respectivement le dessechement oculaire et la déshydratation. La zone
chirurgicale est nettoyée a I’éthanol et aseptisée avec une solution iodée (Vétédine). A la fin
de la chirurgie, les bords de la plaie sont remis en apposition et la peau suturée a I’aide d’un
fil de Vicryl 4-0 (Ethicon) et/ou de colle chirurgicale (Vetbond 3M). Les souris sont enfin
placées dans une cage de réveil sur un tapis chauffant avant d’étre remises en cage

d’hébergement, une fois totalement réveillées.
3.1. Injections stéréotaxiques

De la lidocaine est administrée en sous-cutanée au lieu de I’incision, puis les souris sont
placées en décubitus ventral sur un appareil stéréotaxique. Un temps d’attente de 5min est
observé suite a I’injection de lidocaine pour en assurer I’efficacité avant de pratiquer une
incision de moins d’1cm au niveau de la bofte cranienne. Une craniotomie est réalisée au
dessus de la région d’intérét. La canule ou pipette (cf. 3.1.1. et 3.1.2 respectivement) est
descendue aux coordonnées cibles pour I’injection, puis remontée lentement 5 a 10min apres
la fin de I’injection. De la solution saline est régulierement appliquée sur le crane pour éviter

le dessechement de la craniotomie.
3.1.1. Injections pour tests comportementaux

Les injections en vue des expériences de comportement ont été réalisées chez des souris KI
males et femelles ageées de 6 a 8 semaines. 1uL de virus AAV8-hSyn-mCherry-Cre
(4.9x10*?ppm) est injecté en bilatéral a une vitesse de 0.1 & 0.2pL/min dans I’APN (Bregma :
-2.70 a -2.80mm ; Médiolatéral : £ 1.10 a 1.15mm ; Profondeur : -2.65 a -2.70mm depuis la
dure-mére) afin de supprimer localement I’expression du canal Cav3.2. Certaines souris Kl
ont été injectées avec 1pL de virus AAV8-hSyn-mCherry (4.6x102ppm) pour générer un
groupe contrdle. Ces virus ont été fournis par Vector Core (Université de Caroline du Nord).
Le systéme d’injection consiste en une canule en inox de 26 gauges reliée par une tubulure en
polyéthylene a une seringue Hamilton de 10uL placée dans un systéeme d’injection
automatique. Une bulle d’air visible dans la tubulure assure I’interface entre le virus présent a

I’extrémité de la canule et de I’eau stérile permettant un maintien de pression dans le systeme.
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3.1.2. Injections pour tragage de voies

Les injections en vue des tracages de voies ont été réalisées chez des souris males et femelles
agées de 6 a 19 semaines. Elles sont effectuées en unilatéral, dans I’hémisphere droit, a I’aide
d’une micropipette en verre (Drummond) fabriquée avec une étireuse verticale (Narishige PE-
2). Le produit a injecter est introduit par capillarité. Une goutte d’huile minérale stérile assure
I’interface entre le produit et le piston d’injection. Celui-ci est relié a une roue d’injection
graduée (Narishige, 100uL/tour) par une tubulure remplie d’huile minérale stérile. La
pression maintenue tout le long du systéme permet I’injection précise de petits volumes. Pour
le tracage de voies antérogrades, 30 a 50nL de virus AAV1-CAG-Flex-tdTomato-WPRE
(4.49x10"3 copies/mL, Université de Pennsylvanie) sont injectés dans I’APN (B -2.80mm ; L -
1.10mm ; P -2.70mm) de souris PValb-Cre. Trois semaines aprées les injections, des tranches
coronales ou parasagittales sont effectuées pour visualiser les projections axonales des
neurones transfectés avec, le cas échéant, un marquage anti-PV (cf. 2 - Immunohistochimies).
Le tracage des voies rétrogrades est réaliseé en injectant 20 a 50 nL de RedRetrobeads
(couplées a la Rhodamine Red X, non diluées ou diluées a 1:3, Lumafluor) dans le POm (B -
1.60 a4 1.70mm; L 1.25a 1.30mm ; P 3.0 a 3.25mm) ou la ZI (B -2.15mm; L 1.80mm ; P -
3.95mm) de souris KI. Une semaine aprés les injections, des tranches coronales et un
marquage anti-GFP sont effectués pour visualiser les neurones marqués de I’APN (cf. 2).
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3.2. Ligature du nerf sciatique

Les ligatures du nerf sciatique (spared nerve injury, SNI, d’apres Decosterd and Woolf, 2000)
ont été réalisées sur des souris KI males et femelles, agées de 10 a 15 semaines, du coté
gauche. Les souris sont anesthésiées et placées en décubitus latéral. La cuisse a opérer est
Iégerement surélevée et une incision d’environ 1cm est pratiquée entre la hanche et le genou.
Les muscles renfermant la loge du nerf sciatique sont écartés a I’aide d’un ciseau coudé a bout
rond. Une fois celle-ci exposée, de la solution saline est appliquée pour éviter le desséchement
des tissus. Les branches péronéale commune et tibiale du nerf sciatique sont ligaturées a I’aide
d’un fil de suture en soie 6-0 (Ethicon) et un fragment de nerf est sectionné sous la ligature
(Figure 20). L’opeération est réalisée de sorte a garder intacte la branche surale du nerf

sciatique. Les muscles sont ensuite remis en apposition et la peau suturée.
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Figure 20 | Méthode chirurgicale de ligature du nerf sciatique (SNI, adapté de Bourquin
et al., 2006)

(A) Souris anesthésiée et marque de I’incision sur la cuisse arriere gauche.

(B) Muscle biceps femoris (bfm) exposé, renfermant la loge du nerf sciatique et artére genus
descendes (agd) utilisée comme repere pour écarter les fibres musculaires.

(C) Exposition du nerf sciatique et des branches périphériques : péronéale commune (CPN),
tibiale (TN) et surale (SN).

(D) Fil de soie 6.0 glissé sous les branches CPN et TN. La branche SN est épargnée.

(E) Ligature des branches CPN et TN.

(F) Les branches ligaturées du nerf sont sectionnees a distance de la ligature et un fragment de
nerf de 2mm est retire.

(G) Vue plantaire de la patte arriére gauche. Les régions innervées par les branches tibiale et
surale du nerf sont colorées en orange et vert respectivement. Le territoire innervé par la
branche surale du nerf est stimulé lors du test de VVon Frey en prenant soin d’éviter la bordure
entre la zone glabre et pileuse.
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4. Tests comportementaux

Au cours de cette étude, 3 cohortes d’expériences comportementales ont été traitées de facon
identique. Les souris KI males et femelles sont injectées avec le virus Cre ou contrdle dans
I’APN. Apres récupération post-opératoire (4 jours), elles sont placées a deux reprises
pendant 2h sur les postes de comportement pour habituation. Lors de la seconde session
d’habituation, les seuils de sensibilité sont mesurés pour habituer les animaux a étre testeés.
Pendant les 4 semaines suivant les injections, 5 mesures basales (BL) de sensibilité
mécanique (VVon Frey) et thermique a la chaleur (Hargreaves) sont réalisées. Ce délai permet
de dépasser le temps I’expression maximale théorique du virus (3 semaines) afin de garantir la
stabilité des dernieres mesures basales. A la suite celles-ci les ligatures du nerf sciatique sont
pratiquées. Des mesures de VVon Frey et Hargreaves sont ensuite effectuées pendant les 3
semaines de mise en place de la neuropathie (mesures SNI). La locomotion dynamique des
animaux est évaluée avec le test du rotarod, a deux reprises au cours des mesures basales et
une fois a la fin des mesures SNI. Enfin, la locomotion spontanée est évaluée avec le test du
couloir circulaire a la fin des tests comportementaux. Les souris sont ensuite sacrifiées pour

une localisation post-hoc des sites d’injection par immunohistochimie (cf. 21, Figure 21).

4.1. Test de Von Frey

La sensibilité mécanique des souris est mesurée par le test de VVon Frey selon la méthode up-
down (Chaplan et al., 1994). Les souris sont placées sur une grille surélevée (Ugo Basile) et le
territoire de la vodte plantaire gauche, ipsilatérale a la lésion, innervée par la branche surale
du nerf sciatique (Figure 20G), est stimulé a I’aide de filaments de Von Frey (Bioseb) de
rigidités différentes. La force expérimentateur-dépendante appliquée par chaque filament est
préalablement calibrée & I’aide d’une balance de précision (Tableau 4). Un premier filament
exercant une force théorique de 0.16g est utilisé. Si la souris montre une réaction a la
stimulation (retrait de la patte ou écartement des doigts) un filament de force inférieure est
appliqué. Sinon un filament de force supérieure est utilisé. Des stimulations séquentielles sont
ainsi appliquées jusqu’a ce qu’un premier changement de réaction soit observé (positive puis
négative ou inversement). 4 stimulations supplémentaires sont ensuite réalisees (excepté dans
les cas ou le filament de rigidité maximale ou minimale était utilisé). Ce protocole est répété 2
fois a 15min d’intervalle afin d’éviter toute sensibilisation. Le seuil de retrait de la patte

(PWT : Paw Withdrawal Threshold)moyen calculé & partir de ces mesures correspond au
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poids nécessaire pour que la souris réagisse a la stimulation dans 50% des cas. Ces mesures
sont réalisees 9 a 10 fois sur chaque cohorte.

Nous avons déterminé un pourcentage d’atténuation de I'allodynie a J+21, selon la formule

suivante :
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Sur 2 des 3 cohortes, un test de nage forcée a été effectue a la fin des expériences pour établir
le niveau d’analgésie induit par le stress (stress induced analgesia). A la fin de la mesure SNI
J+21, les souris sont placées pendant 3 a 5min dans une piscine d’eau a température ambiante,

puis séchées et un nouveau test de Von Frey est effectue.
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Figure 21| Chronologie du paradigme expérimental mené sur les cohortes
comportementales. BL : mesures basales

Force théorique (g) 002 004 007 016 04 0.6 1 14

Force réelle
moyenne (g)
SEM de la force
réelle (x 102 g)

0.028 0.048 0.749 0.166 0.430 0.623 1.082 1.353

0.5 0.7 0.7 2.6 5 4.3 21.7 11.2

Tableau 4 | Forces théoriques et réelles appliquées par les filaments de VVon Frey.
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4.2. Test de Hargreaves

La sensibilité thermique a la chaleur des souris est déterminée a partir du test plantaire de
Hargreaves. Les souris sont placées sur une plaque en verre et le territoire de la volte
plantaire gauche innervé par la branche surale du nerf sciatique 1ésé est stimulé a I’aide d’un
générateur envoyant un faisceau de lumiere infrarouge a 20% de puissance. Un systeme de
détection de la réaction de la souris permet I’arrét automatique de la source de chaleur et la
mesure précise de la latence de réaction. 3 mesures sont réalisées par animal a 15min
d’intervalles pour éviter toute sensibilisation. Ces mesures étaient réalisées 9 a 10 fois sur

chaque cohorte.

4.3. Test du Rotarod

La coordination motrice des souris est évaluée par le test du rotarod (Bioseb). Les souris sont
placées sur une barre rotative dont la vitesse est contrdlée avec une rampe d’accélération de 4
a 16 tours par minute pendant 3min. La durée de marche sur la barre avant la chute de
I’animal est mesurée automatiquement, a trois reprises pour chaque jour de test. Ces mesures
étaient réalisées 2 fois pendant les mesures de BL et une fois en fin de tests neuropathiques
pour chaque cohorte.

4.4. Test du couloir circulaire

A la fin des différents protocoles effectués sur chaque cohorte, la locomotion spontanée des
souris était évaluée par le test du couloir circulaire. Les souris sont placées dans un cyclotron
(IMetronic) consistant en un couloir de PVC transparent de 10cm de largeur. Cette structure
ne présentant ni centre aversif, ni coins préférentiels, et étant placée a I’obscurité, les souris se
déplacent librement sans localisation anxiogene. Des capteurs placés dans 4 directions
permettent la détection du nombre de quarts de tour effectués par les souris en 2 heures.
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4.5, Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel IGOR (Wavemetrics). Un test de
Wilcoxon-Mann-Whitney (test U), pairé (comparaisons intra-groupe des mesures BL) ou non
pairé (comparaisons groupe contrdle vs test) est effectué pour identifier les différences
significatives. Pour le test de Von Frey et de Hargreaves, une correction de Bonferroni est
appliquée pour la comparaison deux a deux des mesures basales ou SNI. Si aucune différence
significative n’est détectée parmi les mesures basales, la distribution des valeurs SNI de
chaque mesure est comparée a I’ensemble des valeurs basales. Les mesures de chaque point
expérimental des groupes test et contrdle sont comparées deux a deux. Toutes les valeurs sont

exprimées en moyenne + SEM.
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5. Electrophysiologie

5.1. Electrophysiologie in vitro

5.1.1. Préparation des tranches

Les souris PVcre-Ail4d males et femelles agées de P23 a P123 ont été utilisées pour ces
expériences. Elles sont endormies a I’isoflurane 2% puis décapitées. Le cerveau est
rapidement extrait et placé dans une solution d’ACSF (osmolarité 305mOsm, pH 7.3 aprés
équilibration) oxygénée avec un mélange 95% O> / 5% CO> a 4°C. Un bloc contenant I’APN
est préparé. Des tranches coronales de 250 a 300um d’épaisseur sont réalisées a I’aide d’un
vibratome (Campden Instruments 7000 SMZ2) dans une solution a 4°C contenant en mM :
130 potassium gluconate, 15 KCI, 2 EGTA, 20 HEPES, 25 glucose, 1 CaCl2, 6 MgClI2, 0.05
D-APV (304 mOsm, pH 7.4 aprés équilibration). La coupe est réalisée a I’aide d’une lame en
inox (vitesse : 0.05 a 0.07mm/s ; fréquence : 65Hz ; amplitude : 0.75mm). Les tranches sont
ensuite transférées quelques minutes dans une solution a 4°C oxygénée avec un mélange 95%
02 / 5% CO> et contenant en mM : 225 D-mannitol, 2.5 KCI, 1.25 NaH2PO4, 25 NaHCO3,
25 glucose, 1 CaCl2, 6 MgCI2 (310mOsm). Enfin, elles sont incubées dans une solution
d’ACSF oxygénée avec 95%0; / 5%C0.a 32°C.

5.1.2. Enregistrements intracellulaires

Les tranches sont placées dans une cuve perfusée avec de I’ACSF oxygéné avec 95%0; /
5%CO, et chauffé a 32°C. Les neurones fluorescents sont visualisés a I’aide d’un microscope
a épifluorescence avec des objectifs a immersion 10X et 63X (Olympus BX51WI). Ils sont
enregistrés selon la technique du patch-clamp en configuration « cellule entiere » a I’aide de
pipettes de verre en borosilicate remplies d’un milieu intracellulaire contenant (en mM) : 140
acide méthane-sulfonique, 1 EGTA, 10 HEPES, 4 MgCly, 0.1 CaCL>, 3 Na-ATP, 0.4 Na-GTP
(pH 7.3 ; 280mOsm ; résistance des électrodes Rp=2-4MQ). L’électrode est connectée a un
amplificateur AxoPatch 200B (Axon Instruments). L’activité neuronale est enregistrée en
mode courant imposé avec une fréquence d’acquisition de 20kHz et filtrée a 2kHz avec un
filtre passe-bas. Le logiciel pClamp (Molecular Device) est utilisé pour I’acquisition. Les
analyses sont réalisées sous Matlab.
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5.2. RT-PCR multiplex sur cellule unique

Des expériences de RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction) multiplex
sur cellule unique (scRT-PCR : Single Cell RT-PCR) ont été menées en collaboration avec
Benjamin Le Gac et Bruno Cauli (Equipe Réseaux Synaptiques et Neuroénergétiques,
Laboratoire Neuroscience Paris Seine, CNRS UMRS8246, INSERM U1130, Sorbonne
Université UM119). Elles consistent a sonder simultanément la présence de plusieurs ARN
messagers (ARNm) d’intérét prédéfinis dans le cytoplasme de cellules fluorescentes
enregistrées en intracellulaire en configuration cellule entiére chez des souris PValb-Cre x
Ail4 (Devienne et al., 2018).

Nous avons sondé la présence des ARNm correspondants aux protéines suivantes :

- la parvalbumine

- le transporteur vésiculaire du glutamate Vglut2, pour identifier les cellules
glutamatergiques

- les enzymes de synthése du GABA, GADG65 et GAD67 (GAD : Glutamic Acid
Decarboxylase) pour identifier les cellules GABAergiques.

- les trois isoformes des canaux T, Cav3.1 Cav3.2 et Cav3.3

5.2.1. Conception des amorces

Des amorces de PCR efficaces et sélectives ont été concues pour I’amplification (cf. Tableau
5) et la détection fidele des transcrits de cellules uniques (cf. Tableau 6). A partir des ARNm
(ARN messagers) d’intérét, retrouves via la NCBI Reference Sequence Database, les
séquences communes aux différentes variantes d’épissage contenant le moins d’homologie de
séquence sont détectées avec le logiciel MACAW (Multiple Alignment Construction &
Analysis Workbench). L’étude des structures introns-exons de ces génes via BLAST (Basic
Local Alignment Seach Tool) permet de Vérifier le chevauchement d’introns pour éviter
I’amplification d’ADN genomique et n’amplifier que I’ADN codant (ADNc). L’utilisation
d’amorces internes pour la seconde PCR de détection permet une meilleure spécificité et
efficacité d’amplification.
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Géne Amorce sens (5” > 3’) Amorce anti-sens (5’ > 37)
Parvalbumine  GCCTGAAGAAAAAGAACCCG AATCTTGCCGTCCCCATCCT
Vglut2 TGGAGAAGAAGCAGGACAACC GTGAGCAGTATCGCAGCCCC
GADG65 CCAAAAGTTCACGGGCGG TCCTCCAGATTTTGCGGTTG
GADG67 TACGGGGTTCGCACAGGTC CCCAGGCAGCATCCACAT
Cav3.1 CACCGATGTCACTGCCCAAG GGCTCTCCTGACCCTCTCCA
Cav3.2 TACCAGACAGAGGAGGGCGA CTATCACCACCAGGCACAGG
Cav3.3 GTCCCCCTCCATCCCCTC CAATGAAGAAGTCCAAGCGGTT

Tableau 5 | Séquences des amorces pour la 1° PCR d’amplification

Géne Amorce sens (5” > 3’) Amorce anti-sens (5’ > 37)
Parvalbumine  GCCTGAAGAAAAAGAACCCG AATCTTGCCGTCCCCATCCT
Vglut2 TGGAGAAGAAGCAGGACAACC GTGAGCAGTATCGCAGCCCC
GADG65 CCAAAAGTTCACGGGCGG TCCTCCAGATTTTGCGGTTG
GADG67 TACGGGGTTCGCACAGGTC CCCAGGCAGCATCCACAT
Cav3.1 CACCGATGTCACTGCCCAAG GGCTCTCCTGACCCTCTCCA
Cav3.2 TACCAGACAGAGGAGGGCGA CTATCACCACCAGGCACAGG
Cav3.3 GTCCCCCTCCATCCCCTC CAATGAAGAAGTCCAAGCGGTT

Tableau 6 | Séquences des amorces pour la 2° PCR de détection

5.2.2. Préparation des tranches et enregistrements intracellulaires

Les tranches sont préparées comme ci-dessus (cf. 6.1.1.) a partir de souris PVcre-Ail4 agées
de 17 & 21 jours. Les pipettes de patch en borosilicate sont systématiquement manipulées avec
des gants pour éviter toute contamination. 8uL de milieu intracellulaire sont introduits dans la
pipette, préparé dans des conditions stériles (RNAse-free) et contenant (en mM): 144
potassium-gluconate, 0,5 EGTA, 10 HEPES, 3 MgCl, (295mOsm, pH 7,2 aprés équilibration,
résistance de pipette : 5 a 7 MQ). Une fois le neurone fluorescent visualisé, la pipette est
délicatement approchée avec une pression positive de maniere a dégager localement le tissu et
diminuer les risques de contamination. L’enregistrement en mode courant-imposé en
configuration  cellule entiere  permet  [Iidentification rapide des  propriétés
électrophysiologiques de la cellule pendant une durée maximale de 10min. A la fin des
enregistrements, une pression négative est appliquée afin de récolter le cytoplasme et la
pipette doucement retirée de facon a obtenir une configuration outside-out protégeant le
contenu de la pipette de toute contamination.
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5.2.3. Reverse transcription et PCR

Le cytoplasme récolté contenu dans la pipette de patch est expulsé dans un tube de PCR
contenant les désoxynucléotides-tri-phostphate (dNTPs, 2.5mM chacun), les amorces
d’amplification randomisées (25uM chacune), du di-thio-thréitol (DTT, 0.2M) comme agent
réducteur évitant les formations de structures secondaires, la reverse-transcriptase (0.5uL) et
une enzyme inhibitrice de la RNase (0.5uL). Les ARNm contenus dans ces échantillons sont
réverse-transcrits en ADN codant (ADNc) pendant une nuit a 37°C, puis les tubes sont
conservés a -80°C jusqu’a I’étape suivante. Une premiere PCR d’amplification de tous les
ADNCc en méme temps (PCR multiplex) est réalisée. Elle permet d’augmenter suffisamment le
nombre de copies d’ADNCc dans le but d’obtenir une répartition fiable des produits de PCR en
aliquots, servant de matrices pour la seconde PCR. Au cours de celle-ci, chacun des produits
de PCR est individuellement amplifié avec son couple d’amorces spécifiques pour la
détection séparée de chaque ADNc d’intérét. Chaque produit de PCR est placé dans un puits
sur un gel d’agarose a 2% réalisé avec du Bromure d’Ethidium comme agent intercalant de
I’ADN. L’électrophorése est effectuée puis analysée pour déterminer les ADNc amplifiés a
partir des ARNm contenus dans le cytoplasme de chaque cellule enregistrée.

Produits Fournisseurs Références
NaCl Sigma Aldrich S6191
KCI Sigma Aldrich 60128
NaH2PO4 Sigma Aldrich S5011
NaHCO3 Sigma Aldrich 31437
K-gluconate Sigma Aldrich G4500
K-méthane-sulfonate Fluka 64280
D-Mannitol Sigma Aldrich M9647
D-(+)-glucose Sigma Aldrich 49159
EGTA Sigma Aldrich E3889
HEPES Sigma Aldrich H3375
CaCl2 Sigma Aldrich 21114
MgCI2 Sigma Aldrich 63020
PBS Sigma Aldrich D1408
PFA liquide 16% Delta Microscopies 15710
Tween20 Sigma Aldrich P9416
Triton100X Sigma Aldrich T8787
Donkey serum Sigma Aldrich D9663
Fluoromount Sigma Aldrich F4680
Trizma Sigma Aldrich T1503
Huile minérale Sigma Aldrich M5904
Bromure d’Ethidium Sigma Aldrich E1510
Inhibiteur RNase Promega N2511

Tableau 7 | Liste des produits utilisés.
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1. Expression du canal Cav3.2 et de la PV dans les neurones de I’APN.

Afin d’étudier la localisation du canal Cav3.2 dans I’APN, nous avons utilisé la lignée murine
KI-Cav3.2-eGFPflox (KI) chez laquelle un tag GFP est exprimé dans une boucle
extracellulaire du canal Cav3.2. Ce dernier nous a permis de déterminer, dans un premier
temps, la proportion de neurones de I’APN exprimant la protéine de fusion Cav3.2-GFP, a
I’aide de co-marquages anti-GFP anti-NeuN (n=2 méles et 1 femelle, 11 a 18 images
analysées par souris ; Figure 22C1). Nous avons estimé que 20.00 + 0.60 % des neurones de
I’APN expriment le canal Cav3.2-GFP (cf. Tableau 8). Afin d’identifier les populations de
neurones présentes dans I’APN, nous avons d’abord tenté d’utiliser le marquage GAD67 pour
observer les cellules GABAergiques. Celui-ci n’ayant pas permis de distinguer des corps
cellulaires, nous avons utilisé les principaux marqueurs cellulaires des interneurones
corticaux, a savoir la parvalbumine (PV), le peptide vaso-intestinal (VIP), le neuropeptide Y
(NPY) et la somatostatine (SOM). Seule la PV est exprimée dans I’APN (Figure 22A, B). Des
co-marquages anti-PV anti-NeuN ont révélé que 16.40 = 0.10 % des neurones de I’APN
expriment la PV (n=2 males et 1 femelle, 7 a 9 images analysées par souris ; Figure 22C2,
Tableau 8). Afin d’évaluer le recouvrement entre les populations Cav3.2-GFP+ et PV+, nous
avons effectué des co-marquages anti-GFP anti-PV (n=2 maéles et 1 femelle, 11 & 12 images
analysées par souris ; Figure 22C3). Nous avons d’abord déterminé que 87.13 + 1.75 % des
neurones Cav3.2-GFP+ co-expriment la PV (Figure 22C3, D, Tableau 8). Réciproquement
91.82 + 0.97 % des neurones PV+ co-expriment la GFP (Figure 22C3, D, cf Tableau 8). Ces
résultats indiquent que les populations de neurones Cav3.2-GFP+ et PV+ présentent un fort
taux de recouvrement. En rapportant le pourcentage de co-expression de chaque population au
pourcentage de neurones qu’elles représentent dans I’APN, nous avons estimé que la
population de neurones co-exprimant Cav3.2-GFP et la PV représente en moyenne 16% des
neurones de I’APN.

Population Pourcentagesmoyens (%) SEM (%)
% neurones GFP+ 20.00 +0.60
% neurones PV+ 16.40 +0.10
% neurones GFP+ exprimant aussi la PV 87.13 +1.75
% neurones seulement GFP+ 12.87 +1.75
% neurones PV+ exprimant aussi la GFP 91.82 +0.97
% neurones seulement PV+ 8.18 +0.97

Tableau 8 | Pourcentages moyens de neurones de I’APN exprimant la GFP et/ou la PV,
obtenus par comptages cellulaires a partir de co-marquages anti-GFP, anti-PV, anti-
NeuN chez des souris K.
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Figure 22 | Expression de Cav3.2-GFP et de la PV parmi les neurones de I’APN

(A) Co-marquage anti-GFP (vert) anti-PV (rouge) sur une tranche coronale de souris Kl a un
niveau d’antéro-postériorité contenant I’APN  (délimitée en blanc), observé en
épifluorescence. Barre d’échelle : 1mm

(B) Co-marquage anti-GFP (vert) anti-PV (rouge) dans I’APN, observé en microscopie
confocale. Barre d’échelle : 100um.

(C) Double marquages anti-GFP / anti-NeuN (C1), anti-PV / anti-NeuN (C2) et anti-GFP /
anti-PV (C3) réalisés sur des coupes d’APN observées en microscopie confocale pour
effectuer les comptages cellulaires. Barre d’échelle : 30um, pour toutes les images

(D) Diagramme des proportions de neurones de I’APN exprimant la GFP et/ou la PV
déterminées par comptages cellulaires sur chacun des trois co-marquages.
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2. Impact comportemental de la délétion du canal Cav3.2 dans I’APN

2.1. Impact de la délétion du canal Cav3.2 dans I’APN sur la sensibilité mécanique

Pour étudier le role du canal Cav3.2 exprimé dans les neurones de I’APN dans la perception
mécanique, nous avons injecté un virus AAV-Cre-mCherry bilatéralement dans I’APN de
souris KIl, afin de produire une délétion locale du canal Cav3.2 et d’en tester I’impact sur les
seuils de retrait de la patte (PWT : Paw Withdrawal Threshold) mesurés I’aide de filaments de
Von Frey. Ce virus a été préalablement testé chez des souris KI (n=2 males) par injection
unilatérale. L’APN injecté (Figure 23Al), exprimant la mCherry, montre un nombre de
neurones GFP+ trés inférieur a celui de I’APN non injecté (Figure 23A2), témoignant d’une
délétion putative du canal Cav3.2. Ayant ainsi montré I’efficacité de cette approche, trois
cohortes comportementales ont été générées, comportant un groupe de souris KO injectées
avec I’AAV-mCherry-Cre (total des 3 cohortes, n=19 males ; n=15 femelles) et un groupe de
souris Kl contrdles, injectées avec un AAV-mCherry (total des 3 cohortes, n=19 males ; n=14
femelles).

Afin de déterminer I’impact de cette délétion sur la perception mécanique aigué, nous avons
mesuré les PWT de la patte arriere gauche Iésée de ces souris Kl et KO. La sensibilité
mécanique basale était testée pendant 4 semaines suivant les injections (BL, 25B). Les
résultats obtenus sont semblables chez les males et les femelles. Aucune différence
significative n’a été détectée entre les PWT en BL au sein de chaque groupe. La sensibilité
des animaux reste donc stable tout au long de I’expression des virus. Aucune différence
significative n’a été détectée entre les PWT Kl et KO en BL (Figure 23B). La délétion du
canal Cav3.2 dans la région de I’APN n’a donc pas d’impact sur la perception mécanique

aigué des souris.

Suite aux mesures BL, des ligatures du nerf sciatique (SNI) étaient pratiquées pour observer
I’impact de la délétion du canal Cav3.2 sur la mise en place de la neuropathie. Les souris ont
été testées pendant 3 semaines post-SNI. Chez les souris Kl et KO, on observe une chute des
PWT a J+5 qui se poursuit jusqu’a J+21 (Figure 23B). Nous avons souhaité Vérifier la
stabilité de ces effets en effectuant une mesure supplémentaire en SNI a J+28 sur une des trois
cohortes (groupe Kl : n = 6 males et 4 femelles ; groupe KO : n = 5 méles et 4 femelles).
Aucune différence significative n’apparait entre les mesures J+21 et J+28 chez les souris Kl et
KO (p=0.5 et p=0.28 respectivement, en test de Wilcoxon-Mann-Whitney pairé avec 0=0.05).
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Figure 23 | La délétion du canal Cav3.2 dans I’APN atténue I’allodynie mécanique.
(A) Marquage anti-GFP (vert) et mCherry (rouge) dans I’APN d’une souris KI injectée
unilatéralement avec I’AAV-Cre-mCherry, observé en microscopie confocale. Echelle : 100
pum, pour toutes les images. (A1) Hémisphére injecté ; (A2) Hémisphére non injecté.
(B) Mesures des PWT évalués en Von Frey selon la méthode up-down (Chaplan et al., 1994)
chez des souris Kl et KO males (B1) et femelles (B2), avant (BL) et apres la lésion SNI. (B3)
Cumul des souris males et femelles.
*p<0.05;**p<0.025;*** p<0.01;****p<0.001
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Tous les PWT en SNI sont significativement différents de I’ensemble des PWT en BL,
attestant de la mise en place d’une allodynie mecanique dans les deux groupes (Figure 23, cf
Tableau 9). Cependant, cette diminution du PWT est atténuée chez les souris KO. En effet,
une différence significative avec le groupe Kl apparait chez les KO dés J+14 (cf. Tableau 10).
Cette atténuation de I’allodynie atteint 27% a J+21 (et est toujours présente a J+28 sur la
cohorte testée, cf. Tableau 10). Le canal Cav3.2 exprimé dans I’APN semble donc participer a
I’installation de I’allodynie mécanique dans le modele de neuropathie SNI, chez les souris
males et femelles. Il est a noter que I’effet anti-allodynique est plus marqué chez les femelles
(35% d’atténuation, Figue XB2) que chez les males (22% d’atténuation, Figure 23B1).

KI KO
Males Femelles NN Males Femelles NN
Femelles Femelles
J+5 6.23x10° 2.81x10° 2.44x107 4.93x10” 7.61x10” 4.84x10™"2
J+7 6.85x10! 1.02x10°° <10™® 5.92x10 8.50x107’ 3.59x10™
J+14 5.31x10% 2.12x101 <10 1.91x10® 1.41x10° 1.21x10%?
J+21 3.77x10™ 3.21x10*2 <10 1.77x10° 5.08x10° 6.77x10™

Tableau 9 | Valeurs p issues des tests de comparaison des PWT SNI avec I’ensemble des
PWT BL.Test de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) non pairé, a=0.05. Toutes ces valeurs
sont significatives.

Males Femelles Males + Femelles
J+5 0.34 0.44 0.35
J+7 0.16 0.22 0.10
J+14 2.48x10 1.48x10°° 4.23x10™
J+21 1.32x10 1.2x10™ 1.84x10°
J+28 (1 cohorte) 3.89x10” 4.17x10” 8.31x10°

Tableau 10 | Valeurs p issues des tests de comparaison entre les PWT Kl et KO
Test de WMW non pairé, 0=0.05. Les valeurs significatives sont indiquées en gras.
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2.2. Impact de la délétion du canal Cav3.2 de I’APN sur I’analgésie par le stress

Nous avons voulu déterminer si la délétion du canal Cav3.2 dans la région de I’APN
interférait avec le phénomene d’analgésie induite par le stress. Nous avons pour cela effectué
un test de nage forcée sur deux des trois cohortes comportementales de souris neuropathiques
KI (n=12 méles ; n=11 femelles) et KO (n=13 méales ; n=9 femelles) & J+21. Suite & cette nage
forcée, les PWT ont été de nouveau testés en Von Frey (Figure 24). La mesure « pré-stress »
correspond donc a la mesure J+21 (Figure 23). Apres la nage forcée, les PWT « post-stress »
augmentent significativement par rapport a la mesure « pré-stress » aussi bien chez les Kl que
chez les KO et dépassent les PWT de BL (cf. Tableau 11). La nage forcée induit donc bien
une analgésie dans les deux groupes. Cependant les PWT « post-stress » ne different pas
significativement entre Kl et KO (cf. Tableau 12). La délétion du canal Cav3.2 exprimé dans

la région de I’APN ne semble donc pas modifier les phénoménes d’analgésie induite par le

stress.
A Males B Femelles C Males + Femelles
(n=12KI/13 KO) (n=11KI/9KO) (n=23Kl/22KO)
14 T 14
@ FEF FERRE
% 0.1 0.1 4 0.1
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Figure 24 | La délétion du canal Cav3.2 dans la région de I’APN n’a pas d’impact sur
I’analgésie induite par le stress. Mesure des PWT évalués en VVon Frey chez des souris Kl et
KO males (A) et femelles (B) a J+21, avant (pré-stress) et apres (post-stress) un test de nage
forcée. (C) Cumul des souris males et femelles.

Males Femelles Males + Femelles
Kl 4.88x10* 9.77x10* 2.38x107
KO 4.88x10* 3.91x10°® 9.54x107

Tableau 11 | Valeurs p issues des tests de comparaison entre les PWT pré et post-stress.
Test de WMW pairé, 0=0.05. Toutes ces valeurs sont significatives.

Males Femelles Males + Femelles
Pré-stress 5.94x10° 8.98x10° 4.57x10*
Post-stress 0.44 0.41 0.32

Tableau 12 | Valeurs p issues des tests de comparaison entre les PWT Kl et KO
Test de WMW non pairé, 0=0.05. Les valeurs significatives sont indiquées en gras.

117



RESULTATS

2.3. Impact de la délétion du canal Cav3.2 dans I’APN sur la sensibilité a la chaleur

L’impact de la délétion du canal Cav3.2 dans la région de I’APN sur la sensibilité a la chaleur
a été déterminé a I’aide du test plantaire de Hargreaves. Les latences des réponses a la
stimulation ont été mesurées chez les souris KI (n=17 males ; n=15 femelles) et KO (n=17
males ; n=14 femelles) avant et aprés SNI (Figure 25). Nous avons constaté que les résultats
different entre les souris males et femelles. Chez les femelles (Figure 25B), les latences de
réponse en BL sont statistiguement homogeénes. L’expression des virus n’a donc pas d’impact
sur la sensibilité basale a la chaleur des souris. Aprés les SNI, les latences chutent
significativement a partir de J+7 chez les femelles Kl et des J+5 chez les femelles KO. Toutes
les latences suivantes sont significativement différentes des latences basales, attestant de la
mise en place d’une hyperalgie thermique a la chaleur dans les deux groupes (cf. Tableau 13).
Cependant, aucune différence significative n’apparait entre les latences de réponse des
femelles Kl et KO (Figure 25B, cf Tableau 14). Ainsi, la délétion du canal Cav3.2 dans la
région de I’APN chez les femelles semble n’avoir d’impact ni sur la perception aigué de la
chaleur ni sur la mise en place de I’hyperalgie thermique consécutive au SNI, contrairement

aux effets anti-allodyniques observés sur la sensibilité mécanique.

Chez les males (Figure 25A), suite a la Iésion SNI, on retrouve une chute significative des
latences de réponse des J+5, aussi bien pour les souris KI que KO (cf. Tableau X13). lls
présentent donc une hyperalgie thermique a la chaleur suite au SNI. Cependant, contrairement
aux femelles, les méles KO montrent des latences de réponse significativement supérieures a
celles des KI dés J+7 (cf. Tableau 14). Cette atténuation de I’hyperlagie s’éleve a 52% en
moyenne sur les trois points de mesure. Le canal Cav3.2 exprimé dans la région de I’APN
semble donc participer a la mise en place d’une hyperalgie thermique a la chaleur chez les

males, corroborant les effets anti-allodyniques observés sur la sensibilité mécanique.

Par ailleurs, on constate également en condition basale que la derniére latence de réponse des
males KO montre une chute significative par rapport aux trois précédents points de mesure
(Figure 25A, cf. Tableau 14). A ce stade, il n’est pas possible de conclure si cette différence
résulte d’une variabilité expérimentale, qui pourrait disparaitre en augmentant le nombre
d’animaux, ou si contrairement aux resultats observés chez les souris femelles la délétion du
canal Cav3.2 dans la région de I’APN pourrait également avoir un impact sur la sensibilité

aigué a la chaleur chez les souris males.
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Figure 25 | La délétion du canal Cav3.2 dans la région de I’APN atténue
significativement I’hyperlagie thermique a la chaleur chez les males mais pas chez les
femelles.

Mesure des latences de réponses des souris Kl et KO males (A) et femelles (B) a une
stimulation chaude en test plantaire de Hargreaves, avant et apres lésion SNI.

Kl KO

Males Femelles Males Femelles

J+5 1.19x10° 5.71x10% 8.48x10™ 1.19x10°
J+7 5.59x1071° 2.04x10”7 1.63x10° 1.59x10°
J+14 5.95x107*? 6.19x10”’ 1.51x10* 8.73x10"°
J+21 9.91x10™ 5.95x10°® 1.62x10* 6.59x10”'

Tableau 13 | Valeurs p issues des tests de comparaison chaque latence en SNI et
I’ensemble des latences en BL. Test de WMW non pairé, a=0.05. Les valeurs significatives
sont indiquées en gras.

Males Femelles
BL4 2.33x107 0.23
J+5 0.34 0.29
J+7 6.21x107 0.47
J+14 3.60x10°® 0.27
J+21 9.32x10°® 0.12

Tableau 14 | Valeurs p issues des tests de comparaison des latences de réponse Kl et KO.
Test de WMW non pairé, 0=0.05. Les valeurs significatives sont indiquées en gras.
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2.4. Impact de la délétion du canal Cav3.2 dans I’APN sur la locomotion

D’aprés les résultats obtenus avec les tests de Von Frey et de Hargreaves, la lésion SNI
pratiquée chez les souris Kl et KO a un impact sur les réponses comportementales aux stimuli
mécaniques et thermiques chauds. Par ailleurs, la délétion du canal Cav3.2 chez les souris KO
atténue dans certains cas les effets du SNI sur la douleur neuropathique. Ces effets peuvent
résulter d’une modification de la perception sensorielle des souris. Cependant, ils pourraient
aussi étre la conséquence d’un trouble moteur, lié a la Iésion SNI ou a la délétion du canal
Cav3.2, altérant les réponses comportementales. 1l convient donc de contrdler que les effets
observés lors de ces tests résultent bien d’une modification de sensibilité et non d’un effet
secondaire a un trouble locomoteur. Pour ce faire, nous avons testé la coordination motrice et

la locomotion spontanée des souris des trois cohortes expérimentales.

Pour la coordination motrice, nous avons utilisé le test du rotarod. La latence avant la chute
des souris KI (n=19 méles ; n=15 femelles) et KO (19 males ; 14 femelles) était mesurée avec
une rampe d’accélération du rotarod allant de 4a 16 tours par minute (Figure 26A). Aucune
différence significative n’apparait entre les latences BL et SNI aussi bien chez les méles
(Figure 26A1) que chez les femelles (Figure 26A2). La lésion SNI n’a donc pas d’impact sur
la coordination motrice des souris. Par ailleurs, aucune différence significative n’a été relevée
entre les souris Kl et KO (cf. Tableau 15). La délétion du canal Cav3.2 dans la région de
I’APN n’impacte donc pas non plus la coordination motrice des souris.

Pour évaluer la locomotion spontanée nous avons utilisé le test du couloir circulaire et mesuré
le nombre de quarts de tour effectués par les souris KI (n=19 males ; n=14 femelles) et KO
(n=19 méales, n=14 femelles) neuropathiques, apres les mesures J+21 (Figure 26B). Si les
femelles Kl et KO tendent a étre spontanément plus actives que les males, aucune différence
significative entre les souris Kl et KO n’a été relevée (cf. Tableau 16). La délétion du canal

Cav3.2 n’a donc pas d’impact sur la locomotion spontanée des souris, méles ou femelles.

Ces resultats confirment que les effets de la délétion préventive du canal Cav3.2 dans I’/APN
sur I’allodynie mécanique et I’hyperalgie thermique a la chaleur ne résultent pas d’un artefact
locomoteur et qu’ils peuvent étre imputés a une réelle modification des seuils de sensibilité

des souris.
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A1 Males A2 Femelles A3 Males + Femelles
(n=19KI/19KO) (n=15KI/ 14 KO) (n=34KI/33K0)
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Figure 26 | La délétion du canal Cav3.2 dans I’APN n’a pas d’impact sur la coordination
motrice ou la locomotion spontanée des souris.

(A) Mesure du temps passé par des souris Kl et KO males (Al) et femelles (A2) (A3 : cumul
des souris males et femelles) sur un rotarod présentant une rampe d’accélération.

(B) Mesure du nombre de quarts de tour effectués pendant 2h dans un couloir circulaire par
des souris Kl (n=19 males ; n=14 femelles) ou KO (n=19 méles ; n=14 femelles).

Males Femelles Males + Femelles
BL1 0.44 0.18 0.32
BL2 0.25 0.15 0.44
J+21 0.48 0.21 0.29

Tableau 15 | Valeurs p issues des tests de comparaison des temps passés sur le rotarod
entre souris Kl et KO. Test de WMW non pairé, a=0.05. Aucune valeur n’est significative.

Maéles Femelles Maéles + Femelles

0.35 0.46 0.46
Tableau 16 | Valeurs p issues des tests de comparaison des nombres de quarts de tour
effectués en 120min dans les cyclotrons, entre souris Kl et KO. Test de WMW non pairé,
0=0.05. Aucune valeur n’est significative
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3. Structures cibles des neurones PV-positifs de I’APN

3.1. Tracages antérogrades

Afin de comprendre les effets comportementaux de la délétion du canal Cav3.2 dans les
neurones de la région de I’APN, il convient dans un premier temps de caractériser les
neurones Cav3.2-GFP+. Pour ce faire, nous avons observé leurs projections anatomiques a
I’aide d’injections virales et étudié leur excitabilité par enregistrements intracellulaires in

vitro.

Nous avons tout d’abord voulu déterminer si ces neurones projettent vers d’autres structures
ou s’il s’agit d’interneurones, en utilisant des injections virales pour effectuer des marquages
antérogrades. Cependant, aucun outil génétique ne nous a permis de cibler spécifiqguement les
neurones Cav3.2-GFP+ de I’APN. Nous avons donc choisi une autre stratégie, profitant des
résultats obtenus dans nos expériences de comptages cellulaires montrant que 87% des
neurones GFP+ de I’APN co-expriment la PV. Nous avons donc utilisé la lignée murine PV-
Cre ce qui nous permet de cibler avec une bonne probabilité la population de neurones
Cav3.2-GFP+.

Nous avons donc effectué des injections unilatérales du virus AAV-Flex-tdTomato dans
I’APN de souris PV-Cre, afin de visualiser les axones des cellules PV+ de I’APN (n=5 males,
Figure 27). La spécificité des sites d’injection était systématiquement vérifiée (Figure 27B1).
Des axones étaient visibles a I’extérieur de I’APN, dans I’hémisphére ipsilatéral & I’injection
ainsi que dans I’hémisphére contralatéral, dans une moindre mesure. Nous avons d’abord
observé des projections axonales ascendantes. Les plus fortes correspondent a des axones
partant de I’APN injecté vers I’APN contralatérale via la commissure postérieure (Figure
27B1, C1), vers la ZI ipsilatérale ainsi que versla ZI contralatérale, (Figure 27B2, B3, B4,
C2), vers les colliculi supérieurs (ColSup, Figure 27B1, B2, B4) et vers certains noyaux
thalamiques : les noyaux sensoriels postérieur (PO, figure 27B2, B3, B4, C3) et latéro-dorsal
(LD, figure 27B3, C4), ainsi que dans le noyau parafasciculaire (Pf, figure 27B2).
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A1l 33l B-2.80mm

A2 394 B-2.30mm

A3 3% B-1.58mm

L1.68mm

Figure 27 | Projections ascendantes des neurones PV+ de I’APN chez des souris PV-Cre.

(A) Schémas de différents niveaux de coupes de cerveau dans le plan coronal (Al: B-
2.80mm ; A2: B-2.30mm ; A3-1.58mm) et parasagittal (A4 : L1.68mm) adaptés de I’atlas
Paxinos and Franklin, 2012.

(B) Coupes coronales (B1 a B3) et parasagittale (B4) de cerveau de souris PV-Cre, montrant
le site d’injection du virus exprimant la TdTomato de facon Cre dépendante (Bl) et le
marquage des axones des neurones PV+ de I’APN, observés en microscopie a
épifluorescence. TdTomato : rouge ; Marquage anti-PV : vert

(C) Marquages TdTomato des neurones PV+ de I’APN observés sur des tranches coronales en
microscopie confocale au niveau de I’APN contralatérale (C1), de la ZI (C2), du PO (C3) et
du LD (C4).

APN : Noyau Prétectal Antérieur ; CL : Noyau Centro-Latéral ; LD : Noyau Latéro-Dorsal ;
Pf : Noyau Parafasciculaire ; PO : Noyau Postérieur ; ZI : Zona Incerta
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Nous avons également observé des axones partant de I’APN et descendant dans des régions
plus caudales, vers la formation réticulée du tronc cérébral, dans les hémispheres ispilatéral et
contralatéral (Figure 28). Des axones sont visibles dans le DpMe ipsilatéral et contralatéral
(Figure 30A1, B1, A4, B4) ainsi que dans le PPTg contralatéral (Figure 28A2, B2). Une forte
densité d’axones est visible dans la région du pont et autour du noyau réticulotegmental
pontin (RtTg) en ipsilatéral (Figure 28A1, B1l, A2, B2, A4, B4). Au niveau du bulbe
rachidien, on observe des axones descendants médians dans le noyau gigantocellularis (Gi)
qui semblent se séparer pour atteindre des régions différentes en fonction de I’hémisphére :
des axones ventro-médians au niveau ipsilatéral, notamment dans le LPGi et des axones
ventro-latéraux au niveau contralatéral notamment dans le noyau spinal trigéminal (SP5,
Figure 28A3, B3).

Les neurones PV+ de I’APN présentent donc a la fois des projections vers des structures
centrales, notamment vers certains noyaux thalamiques tels que le POm, vers la ZI, vers les
colliculi supérieurs, et des projections descendantes dans le pons, suggérant un réle possible
de ces neurones dans le traitement central de la douleur comme dans le contrdle descendant de
la perception douloureuse. Ceci n’exclue pas la possibilité que certains neurones PV+ de

I’APN soient des interneurones, envoyant des projections au sein méme de la structure.
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Figure 28 | Projections descendantes des neurones PV+ de I’APN chez des souris PV-Cre
(A) Schémas de différents niveaux de coupes de cerveau dans le plan coronal (Al: B-
5.88mm ; A2 : B-4.60mm ; A3-4.04mm) et parasagittal (L0.84) adaptés de I’atlas Paxinos and
Franklin, 2012.

(B) Coupes coronales (B1, B2, B3) et parasagittale (B4) de cerveaux de souris PV-Cre
injectées avec I’AAV-Flex-TdTomato, montrant le marquage TdTomato (rouge) des axones
des neurones PV+ de I’APN, et un marquage anti-PV (vert) observés en microscopie a
épifluorescence.

APN : Noyau Prétectal Antérieur ; ColSup : Colliculi Supérieur ; DpMe : Noyaux Profonds
du Mésencéphal; Gi: Noyau Paragigantocellularis; LPGi: Noyau Latéro-
Paragigantocellularis ; PPTg : Noyau Pédonculo-Pontin Tegmental ; RtTg : Noyau Réticulo-
Tegmental pontin ; Sp5 : Noyau trigéminal Sp5
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3.2. Tracages rétrogrades

La visualisation d’axones dans différentes structures ne permet pas de conclure que leurs
neurones sont la cible de projections des neurones PVV+ de I’APN (3.1 et Figures 26 et 28).
Pour confirmer la présence de terminaisons axonales dans certaines de ces structures nous
avons effectué des injections a I’aide de RedRetrobeads chez des souris Kl. La connectivité de
I’APN avec le PO et la ZI étant évoquée dans la littérature récente (Bokor et al., 2005; Giber
et al.,, 2007), nous avons réalisé ces injections dans ces deux structures (Figure 29). Des
marquages anti-GFP nous ont permis de repérer les neurones Cav3.2-GFP+ au niveau de
I’APN afin de déterminer si ceux-ci étaient rétrogradement marqués par des RedRetrobeads,

capturées par leurs terminaisons au niveau du site d’injection.

Chez les souris Kl injectées dans le POm (n=3, Figure 29A,B) et dans la ZI (n=2, Figure 29C,
D) la spécificité des sites d’injection a été systématiquement vérifiée (Figure 29A et C
respectivement). Dans les deux cas, des cellules de I’APN sont marquées par des
RedRetrobeads (Figure 29B1, B2, D1, D2), et certaines d’entre elles expriment le canal
Cav3.2-GFP+ (indiquées par des fleches blanches). Ces résultats indiquent que des neurones
Cav3.2-GFP+ de I’APN projettent sur des neurones du POm et de la ZI. Cependant, des
neurones n’exprimant pas Cav3.2-GFP sont également marqués par les RedRetrobeads
(Figure 29B1, B2, D1, D2). Les terminaisons axonales présentes dans le PO et la ZI
proviennent donc de différents types neuronaux de I’APN.
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Figure 29 | Marquage rétrograde des neurones de I’APN projetant vers le PO et la ZI
chez des souris Kl

(A, C) Photos du site d’injection des RedRetrobeads (rouge) dans la ZI (A) ou dans le PO (C)
d’une souris KI, avec marquage anti-GFP (vert), observées en microscopie confocale. Barre
d’échelle : 500um.

(B, D) Deux exemples (B1, B2 et D1, D2) de marquage anti-GFP (vert) avec des
RedRetrobeads (rouge) dans I’APN de souris Kl injectées dans la ZI (B1, B2) ou dans le PO
(D1, D2) observés en microscopie confocale. Des cellules Cav3.2-GFP+ rétrogradement
marquées par les RedRetrobeads sont indiquées par des fleches blanches. Barre d’échelle :
100um pour les deux photos.
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4. Caractérisation des neurones PV+ de I’APN

4.1. Modele PVcre-Ail4

L’atténuation de I’allodynie mécanique et de I’hyperalgie thermique observée suite a la
délétion préventive du canal Cav3.2 pourrait étre due & une modification d’excitabilité des
neurones exprimant ce canal. Dans le but d’étudier cette hypothése et de caractériser les
neurones Cav3.2-GFP+ de I’APN, nous avons souhaité réaliser des enregistrements
électrophysiologiques de ces neurones sur des tranches de cerveau in vitro. Cependant, la
fluorescence intrinseque du tag GFP ne permet pas de visualiser les neurones Cav3.2-GFP+
de ’APN en tranche lors des expériences d’électrophysiologie et aucun outil génétique ne
nous permet de cibler spécifiquement ces neurones afin d’y surexprimer un marqueur
fluorescent. Ainsi, de la méme facon que pour le tracage axonal des neurones PV+ de I’APN
(cf 3.1), nous avons tiré avantage du fort recouvrement observé entre les populations
neuronales exprimant le canal Cav3.2 et la PV en réalisant un croisement entre la lignée de
souris PV-Cre et la lignée reportrice Ail4 chez laquelle une TdTomato floxée permet
I’expression Cre dépendante de cette protéine fluorescente. Les animaux issus du croisement
entre des PV-Cre et des Ail4, respectivement homozygotes, étaient donc hétérozygotes pour
les deux locus. Cette approche nous permet de cibler avec une bonne probabilité la population
de neurones Cav3.2-GFP+, sachant que 92% des neurones PV+ de I’APN co-expriment le
canal Cav3.2-GFP chez les Kl (cf. 1).

Afin de valider ce modele de croisement, nous avons réalisé des marquages anti-PV et
visualisé I’expression de la TdTomato chez ces souris PV-Cre-Ail4 (n=3 males, Figure 30).
Des comptages cellulaires ont été réalisés afin d’évaluer le pourcentage de cellules qui co-
expriment la PV et la TdTomato (cf. Tableau 17). Parmi les cellules PV+, 79.52 + 2.55 % co-
expriment la TdTomato (cf. Tableau 17). La Cre est donc présente dans une sous-population
trés importante de PV+. Cependant, uniquement 81.10 + 2.44 % des cellules TdTomato+ co-
expriment la PV (cf. Tableau 17). Ainsi lors des enregistrements intracellulaires in vitro de
neurones présumés PV chez des souris PV-Cre-Ail4, nous avons la possibilité d’enregistrer
une population de neurones représentant 81% de la population PV+ avec un risque de
d’enregistrer 19% de neurones TdTomato+ non PV+ (faux-positifs). Il n’est pas exclu qu’un
probleme de détection lors de I’'immunohistochimie biaise ces résultats. Cependant, ce risque
technique pourrait jouer aussi bien en faveur d’un mangue de détection que pour un marquage
non spécifique.
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A1.A2.A3
B1.Bz-B3

Figure 30 | Expression de la TdTomato et de la PV dans les neurones de I’APN de souris
double hétérozygotes issues du croisement PV-Cre x Ail4, observée en microscopie
confocale

Expression de la TdTomato (rouge, Al, B1) et de la PV (vert, A2, B2) dans I’APN, observée
au grossissement 20X (A) et 63X (B). A3 et B3 : superposition des deux canaux. Barre
d’échelle en A : 100um. Barre d’échelle en B : 30um

Population Pourcentage moyen (%) SEM (%)
% neurones PV+ co-exprimant la TdTomato 79.52 0.03
% neurones exprimant seulement la PV 20.48 0.03
% neurones TdTomato+ co-exprimant la PV 81.10 0.02
% neurones exprimant seulement la TdTomato 18.90 0.02

Tableau 17 | Pourcentages moyens de neurones de I’APN exprimant la PV et/ou la
TdTomato obtenus par comptage cellulaires a I’aide d’un marquage anti-PV chez les
souris double hétérozygotes PV-Cre-Ail4.
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4.2. Caractérisation moléculaire des neurones PV+ de I’APN

Afin de déterminer la nature GABAergique vs glutamatergique des neurones PV+ de I’APN
nous avons utilisé la RT-PCR multiplex sur cellule unique dans les neurones TdTomato+ des
souris PV-Cre-Ail4 (n=4 males et 2 femelles de P15 a P21) enregistrés en intracellulaire in
vitro (Figure 31A). La présence des ARNm correspondants a la PV, au transporteur du
glutamate Vglut2, aux enzymes GADG65 et GAD67 ainsi qu’aux 3 isoformes des canaux T,
Cav3.1 Cav3.2 et Cav3.3 a été recherchée pour chaque cellule TdTomato+PV+ enregistrée
(Figure 31B, Tableaux 18, 19).

Nos études immunohistochimiques indiquent que les neurones TdTomato+ correspondent a
des neurones PV+ dans 80% des cas (cf. 4.1), nous avons donc tout d’abord vérifié la
présence du transcrit de la PV. Nos résultats indiquent qu’il est présent dans 67.6% des
neurones enregistrés (n=23/34 neurones TdTomato+) confirmant I’expression ectopique de la
TdTomato dans des cellules non PV+. La différence entre ce pourcentage et celui issu des
comptages cellulaires effectués lors des expériences d’immunohistochimie peut étre due a un
biais d’échantillonnage ou a la limitation inhérente a la technique de RT-PCR sur cellule
unique. En effet, cette technique reste tributaire de I’efficacité limitée de la récolte du
cytoplasme des cellules enregistrées entrainant une détection imparfaite des ARNm présents
dans le neurone. La suite des analyses PCR n’a donc été réalisée que sur les neurones ou
I’ARNm de la PV a pu étre positivement détecte.

Afin d’évaluer la co-expression des différentes isoformes des canaux T dans les neurones
PV+, nous avons sondé la présence des transcrits de Cav3.1, Cav3.2 et Cav3.3 (Figure 31B).
Nous avons constaté que 60.9% des neurones PV+ présentent le transcrit du Cav3.1 (n=14/23
neurones PV+), 56.5% le transcrit du Cav3.2 + (n=13/23 neurones PV+) et 17.4% celui du
Cav3.3 (n=4/23 neurones PV+, Figure 31C, cf. Tableaux 18, 19). De plus, parmi les neurones
PV-Cav3.2+, 69.2% co-expriment le transcrit du Cav3.1 (n=9/13 neurones Cav3.2+) et 23.1%
co-expriment Cav3.3 (n=3/13 neurones Cav3.2+). 30.8% de neurones Cav3.2+ ne co-
expriment aucune autre isoforme des canaux T (n=4/13 neurones Cav3.2+, cf. Tableaux 18,
19). En conclusion, lorsque plusieurs isoformes des canaux T sont exprimées, Cav3.2 est
majoritairement co-exprimé avec Cav3.1, Cav3.3 étant peu présent.
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Figure 31 | RT-PCR multiplex sur cellule unique.

(A) Enregistrement en mode courant imposé d’une cellule TdTomato+ de I’APN de type
régulier lors de I’injection d’un courant hyperpolarisant (trace noire, -250 pA) ou dépolarisant
(trace grise ; +200 pA). Echelle : 20 mV, 200 ms.

(B) Analyse sur gel d’agarose des produits de RT-PCR du neurone enregistré en A.

® : marqueur de taille de 100pb.

(C) Diagramme illustrant les proportions de neurones PV+ exprimant les transcrits de la
GADG65/67 et des 3 isoformes des canaux T. Noter le recouvrement entre I’expression des 3
isoformes des canaux T, ainsi que I’expression exclusive du transcrit du Cav3.2 dans des
neurones GABAergiques. La proportion de neurones extérieure au cadre indiquant
I’expression de la GAD65/67 correspond au groupe de neurones glutamatergiques. Noter que
seule I’isoforme Cav3.1 y a été détectée.
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Afin de déterminer quel type de neurotransmetteur était présent dans ces neurones, nous
avons également sondé la présence des transcrits du transporteur vesiculaire du glutamate
Vglut2 et des enzymes de synthese du GABA, GAD65 et GAD67. 73.9% des neurones PV+
expriment les transcrits des GADG65 et/ou GADG67 (n=17/23 neurones, cf Tableau 19) et
26.1% expriment le transcrit de Vglut2 (n=6/23 neurones, cf. Tableau 18). Les neurones PV
de I’APN sont donc en majorité GABAergiques mais une petite sous-population est
glutamatergique. Ainsi, tous les neurones présentant le transcrit du canal Cav3.2 semblent
GABAergiques. Les transcrits des isoformes Cav3.1 et Cav3.3 sont exprimées aussi bien dans
des cellules GABAergiques et glutamatergiques.

Cellule Cav3.1 Cav3.2 Cav3.3 Vglutz GAD65 GAD67

2

7

8

9

13

18
Tableau 18 | Répartitions des transcrits des 3 isoformes des canaux T, sondés par scRT-
PCR dans les 6 cellules TdTomato+ enregistrées ou les transcrits PV et Vglut2 ont été
détectés. Les cases grisées indiquent que le transcrit a été détecté.

Cellule Cav3.1 Cav3.2 Cav3.3 Vglut2 GAD65 GAD67

23
Tableau 19 | Répartitions des transcrits des 3 isoformes des canaux T, sondés par scRT-
PCR dans les 17 cellules TdTomato+ enregistrées ou les transcrits PV et GAD65/67 ont
été détectés. Les cases grisées indiquent que le transcrit a été détecté.
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4.3. Caractérisation électrophysiologique in vitro des neurones PV+ de I’APN

Dans le cadre de la caractérisation des neurones Cav3.2-GFP+ de I’APN, nous avons réalise
des enregistrements électrophysiologiques in vitro des neurones TdTomato+ de souris PV-Cre
x Ail4 par patch-clamp dans la configuration cellule entiére en mode courant imposé (n=11
maéles ; n=9 femelles ; n=40 neurones ; Figure 32C).

Deux populations principales de neurones identifiables par leur patron de décharge lors de
I’injection de créneaux de courants dépolarisants (Figure 32A, B) sont clairement apparues.
La majorité des neurones enregistrés émettent des potentiels d’action (PA) de maniére
réguliére continue et le nombre de PA augmente progressivement avec I’intensité du courant
injecté (Figure 32A1, A2, D) ; ces neurones sont donc dits réguliers (n=21/40). Cependant un
peu moins d’un tiers des neurones présentent un comportement plus complexe (n=12/40).
Pour une certaine gamme de courants injectés, ils déchargent en effet de maniere réguliére
mais intermittente (Figure 32B1, B2). Lorsque I’intensité du courant injecté est augmentée la
plupart de ces neurones adoptent également un mode de décharge régulier continu (n=9/12).
Ce phénomene se traduit par une courbe « entrée-sortie » sigmoide (Figure 32E). Pour les 3
neurones restant un blocage de I’émission des PA probablement di & I’inactivation des canaux
sodiques a été observé lors de I’injection de forts courants dépolarisant, sans apparition d’une
décharge tonique réguliere. En référence aux neurones présentant un mode de décharge
similaire décrit dans d’autres structures, les neurones caractérisés par une décharge
intermittente ont été appelés stutterings (Ascoli et al., 2008). Enfin, quelques neurones
(n=7/40) présente un mode de décharge hétérogene (bistable ou oscillant) difficilement
classable, (données non montrées). Lors de I’injection de créneaux de courants dépolarisants,
I’émission des PA par les neurones réguliers et stutterings peut monter a de tres hautes
fréquences instantanées (cf Tableau 20). Malgré une tendance a atteindre de plus hautes
fréquences pour les neurones réguliers, il n’y a pas de différence significative selon le patron

de décharge.
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Figure 32 | Propriétés électrophysiologiques des neurones PV+ de I’APNin vitro.

(A, B) Enregistrements en mode courant imposé du potentiel de membrane d’un neurone
TdTomato+ de type régulier (Al) ou stuttering (B2) lors de I’injection d’un créneau de
courant hyperpolarisant (noir) ou dépolarisant (gris). Les PA des neurones présentés en Al et
B1 (délimités par un rectangle noir) sont représentés a une plus grande échelle en A2 et B2.
Les décharges post-hyperpolarisation (DPH) sont également représentées a plus grande
échelle pour le neurone régulier(A3) et stuttering (B3).

Potentiels de départ : Vm =-58 mV en Al ; -60mV en B1.

Echelles Al, B1, B2 : 20mV, 20ms / A2 : 10mV, 5ms/ A3 : 20mV, 20ms / B3 : 20mV, 10ms.
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(C) Photo d’un neurone fluorescent TdTomato+ enregistré en configuration cellule entiére
dans I’APN.

(D, E) Courbe « entrée-sortie » du neurone régulier présenté en A (D) ou stuttering présenté
en B (E) représentant le nombre de PA émis lors de I’injection de créneaux de courant
d’intensités croissantes pendant une seconde.

(F) Amplitude des PA (en haut) et durée des intervalles inter-spikes (ISI, en bas) au cours de
la décharge intermittente du neurone représentée en B. Noter que les PA de plus faibles
amplitudes arrivent systématiquement aprés un ISI de longue durée, comme indiqué par la
ligne pointillée.

(G) Enregistrement en mode courant imposé du potentiel de membrane d’un neurone
TdTomato+ lors de I’injection d’un créneau de courant hyperpolarisant (-400pA), avant (gris)
et aprés 12 minutes d’application de ZD 7288 (noir).

Echelle : 20 mV, 20 ms. Potentiels de départ : Vm = -60 mV

(H) Diagramme en chevron des ISI minimaux enregistrés lors de la DPH et lors de la
décharge tonique pour chaque neurone régulier (e, trait plein, n=15) et suttering (O, tirets,
n=11).

Nous avons également caractérisé I’adaptation de la fréquence et de I’'amplitude des PA chez
les neurones réguliers (n=20/21) et chez les neurones stutterings capables de décharger de
maniére réguliére tonique (n=9/12) lors de I’injection la plus intense de courant. Une
proportion des neurones réguliers (n=13/20) montrent une légere accélération de la fréquence
des PA visible dans les 9 premiers intervalles inter-spikes (1SI) (rapport entre le premier ISI et
I’ISI minimal >1 ; moyenne : 1.28 + 0.07). Les autres neurones réguliers ne montrent pas
d’accélération de décharge (n=7/20). Tous les neurones stutterings analysés montrent une
accélération de décharge dans les 4 premiers ISI (cf. Tableau 20) qui ne difféere pas
significativement du rapport moyen observé chez les neurones réguliers présentant une
accélération de décharge (p=0.45). Chez les neurones réguliers comme stutterings on observe
par la suite une diminution de la fréquence des PA (rapport moyen entre le 100°™ ISl et I’ISI
minimal : 1.53 + 0.09 et 1.57 + 0.14, régulier et stuttering respectivement). Au cours de la
décharge on observe également une tres légére diminution de I’amplitude des PA (de I’ordre
de 10% sur 100 PA) pour les 2 types de neurones (cf Tableau 20).

Nous avons par la suite analysé plus particulierement le mode de décharge intermittent des
neurones stutterings (n=12). De fagon particulierement caractéristique, on observe une
augmentation rapide de I’'amplitude des PA au début de chaque salve d’activité. De méme,
I’lamplitude du premier PA de la salve est systématiquement inférieure a I’amplitude du
dernier PA de la salve (cf. Tableau 21 et Figure 32B2 et F). Par ailleurs, le 1°" ISI de chaque
salve est toujours inférieur au dernier ISI de la salve précédent (n=19 ; cf. Tableau 21).
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Chague salve reprend donc avec une fréquence de décharge supérieure ou égale a la fin de la
salve précédente. Bien que non quantifié, on observe également dans de trés nombreux cas
que la période de silence séparant les salves montre des oscillations a hautes fréquences du
potentiel de membrane. Ces caractéristiques montrent donc une interruption brutale suivie
d’une reprise rapide de la décharge a haute fréquence avec une augmentation de I’amplitude
du PA suggérant un recrutement progressif mais rapide des canaux sodiques.

Nous avons également caractérisé la réponse des neurones PV+ a I’injection de courants
hyperpolarisants. Lors de I’injection de créneaux hyperpolarisants, tous les neurones
enregistrés montrent une hyperpolarisation maximale suivie d’une dépolarisation lente,
appelée sag (Figure 32A1, B1). Cette signature électrophysiologique est caractéristique de
I’activation du courant cationigue HCN (Hyperpolarization-Activated Cyclic Nucleotide-
gated channels). L application de I’antagoniste spécifique des courants HCN, le ZD 7288, sur
quelques neurones a confirmé la nature de ce courant en supprimant le développement du sag
(Figure 32G). L’importance de la composante HCN a été estimée en calculant I’lamplitude du
sag mesurée comme la différence entre le potentiel de membrane minimal en début
d’hyperpolarisation et le potentiel atteint & la fin de I’injection du courant hyperpolarisant (cf.
Tableau 20). Afin de pouvoir comparer I’amplitude du sag entre les différents neurones, nous
avons choisi de calculer celle-ci en sélectionnant pour chaque neurone le créneau de courant
pour lequel I’hyperpolarisation maximale du potentiel de membrane atteint -100 + 5 mV.
L’amplitude du sag, de I'ordre de 15mV, indique la présence d’un fort courant HCN et ne

différe pas significativement entre les neurones réguliers et stutterings.

Paramétre Réguliers Stutterings Valeur p
Fréquence instantanée maximale (Hz) 450.64 £ 29.70 407.19 £ 17.02 0.11
Adaptation précoce : ISl / 1SIminima 1.18 +£0.05 1.34+0.10 0.06
Adaptation tardive : 1Sls100/ IS Iminimal 1.53+0.09 1.57+0.14 0.35
Adaptation d’amplitude sur 100 PA (%) 10.40 +£2.09 13.56 £2.91 0.14
Amplitude du sag (mV) 15.85 £ 1.47 17.18 £1.95 0.39
Résistance membranaire estimée (MQ) 255+ 31 205 + 39 0.11
Nb PA pendant la DPH 5.90 £ 0.95 6.45 +1.06 0.37
ISIminima pendant la DPH (ms) 12.35+3.11 11.28 £2.80 0.35

Tableau 20 | Comparaison des parametres moyens décrivant les propriétés
électrophysiologiques des neurones TdTomato+ réguliers et stutterings enregistrés dans
I’APN de souris PVcre-Ail4d.Valeurs p calculées avec le test de WMW sur données non
pairées 0=0.05.
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Il est a noter que I’existence d’un sag important et la nécessité de maintenir les neurones PV+
a un potentiel relativement hyperpolarisé (potentiel de maintien: .60mV) afin d’éviter
I’activité spontanée entre les créneaux de courant, ont rendu impossible I’estimation des
proprietés purement passives des neurones. Leurs résistances membranaires ont donc été
estimées en injectant des créneaux de courants hyperpolarisants d’intensité telle que le sag
résiduel soit inférieur a 5mV. Les valeurs de résistances ainsi calculées (de I’ordre de
200MQ) ne difféerent pas significativement entre les neurones réguliers et stutterings (cf.
Tableau 20).

Parmi les neurones enregistrés, la grande majorité présentait une activité de décharge post-
hyperpolarisation (DPH, n=34/40). Elle se caractérise par I’émission transitoire de PA a la
repolarisation (Figure 32A3, B3). La DPH est trés variable en terme de nombre de PA émis (1
a 21 PA ; n=34 neurones) et de fréquence de décharge (26 a 465 Hz ; n=33 neurones). Il n’y a
pas de différence significative dans le nombre et la fréquence des PA émis lors de la DPH
entre les neurones réguliers et stutterings. On remarque que pour chacun des neurones
enregistrés, la fréquence de DPH maximale reste inférieure & la fréquence de décharge
tonique maximale (Figure 32). Par conséquent la décharge tonique lors de la dépolarisation
transitoire accompagnant la fermeture des canaux HCN peut complétement expliquer la DHP
et nous ne pouvons pas a ce stade suggérer I’activation d’une autre conductancesuite a
I’hyperpolarisation, telle que le courant T, qui ferait basculer le neurone dans un autre mode
de décharge.

Enfin, nous avons réalisé des enregistrements continus a un potentiel membranaire légerement
supraliminaire permettant I’émission spontanée de PA a basse fréquence. Ces enregistrements
nous ont permis d’analyser les caractéristiques des PA et des potentiels post-hyperpolarisation
(AHP). On remarque, en accord avec la haute fréquence de décharge observée dans ces
neurones, que la durée du PA quantifiée par la half-width est faible (n=12, cf. Tableau 22).
Par ailleurs les AHP présentent une composante rapide (constante de temps d’environ 0.5ms)
et une composante beaucoup plus lente (constante de temps environ 40ms ; n=9, cf. Tableau
22).
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Paramétre Valeurs

Amplitude PAs1 / PAmaximal (%0) 88.33+2.35
Amplitude PAs1/ PAs .1 (%) 91.75+1.70
ISk / 1S14 4 72.86+5.28

Tableau 21 | Adaptation de I’amplitude des PA et de la fréquence des ISI lors des salves
de décharge intermittente des neurones TdTomato+ stutterings enregistrés dans I’APN.
Amplitude PAs1 / PAmaximal : moyenne du rapport d’amplitude entre le 1°" PA et le plus grand
PA d’une salve.

Amplitude PAs1 / PAs ... moyenne du rapport d’amplitude entre le 1* PA d’une salve et le
dernier PA de la salve précédente.

Paramétre du potentiel d’action Valeurs
Seuil de déclenchement des PA (mV) 43 +2
Half-width (ms) 0.27 £0.02
Constante de temps de I’APH rapide (ms) 0.56 £0.17
Constante de temps de I’APH lente (ms) 43.21 +11.13

Tableau 22 | Paramétres décrivant I’émission des PA des neurones TdTomato+ réguliers
et stutterings enregistrés dans I’APN.

En conclusion, deux classes de neurones ont été identifiées, toutes deux caractérisées par une
capacité a monter a de trés hautes fréquences de décharge lors de I’injection d’un courant
dépolarisant, un fort sag lors de I’injection de courant hyperpolarisant, suivie d’une décharge
post-hyperpolarisation variable vraisemblablement due a la fermeture des canaux HCN.
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5. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons démontré que le canal Cav3.2-GFP est exprimé dans 20%
des neurones de I’APN des souris KI-Cav3.2-eGFPflox et qu’il est fortement co-exprimé avec
la PV, a hauteur d’environ 90%. Nous avons également montré que la délétion du canal
Cav3.2 de I’APN n’impacte pas la perception somatosensorielle basale mais qu’elle a un effet
anti-allodynique mécanique clair. Un effet anti-hyperalgique thermique a la chaleur a été
observé mais avec un dimorphisme sexuel en faveur des males. L’étude des neurones PV+ de
I’APN nous a permis de commencer a appréhender le mécanisme sous jacent aux effets de
cette délétion sur la douleur neuropathique. Nous avons ainsi montré que les neurones PV+ de
I’APN ne sont pas des interneurones puisqu’ils présentent des projections ascendantes,
notamment vers certains noyaux thalamiques (PO, LD) et vers la ZI, ainsi que des projections
descendantes (DpMe, Pons, PPTg, LPGi). Ces neurones PV+ présentent également des profils
moléculaires et électrophysiologiques hétérogenes. En effet, environ 75% seraient
GABAergiques, tandis que les 25% restants seraient glutamatergiques. Le canal Cav3.2
semble étre exclusivement présent dans les neurones GABAergiques, souvent co-exprimeé
avec I’isoforme Cav3.1 et plus rarement avec Cav3.3. Enfin, ces neurones PV présentent des
patrons de décharge hétérogeénes, régulier ou stuttering. Une étude plus approfondie est
nécessaire pour determiner si ces différents profils électrophysiologiques sont liés ou non a
I’expression du canal Cav3.2 et quel role tient ce dernier dans I’atténuation de la douleur
neuropathique observée lors de sa délétion.
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DISCUSSION

1. Localisation du canal Cav3.2 dans le cerveau

1.1. Expression de Cav3.2 dans I’APN

Des travaux récents ont montré que les canaux calciques Cav3.2 ont un role essentiel dans la
perception douloureuse aigué et neuropathique, notamment ceux exprimés aux niveaux
périphérique et spinal (Candelas et al., 2019; Francois et al., 2013; Francois et al., 2015;
Kerckhove et al., 2014; Shen et al., 2015). Cependant, aucune étude n’avait investigué
spécifiqguement au niveau supra-spinal leur localisation et leur impact sur la perception

douloureuse.

Dans cette optique, nous avons cartographié I’expression du canal Cav3.2 dans le cerveau par
marquage immunohistochimiques anti-GFP chez des souris KI-Cav3.2-eGFPflox. Ce modele
murin a été développé et validé par nos collaborateurs dans I’équipe d’Emmanuel Bourinet
(Equipe Dynamique Cellulaire des Canaux Calciques et Nociception, Institut de Génomique
Fonctionnelle, Montpellier). Il leur a permis de montrer que le canal Cav3.2-GFP est exprimé
dans les fibres sensorielles primaires C-LTMR et A3-LTMR au niveau périphérique, ainsi que
dans une population hétérogene de neurones spinaux de la couche Il (Candelas et al., 2019;
Francois et al., 2015). Au niveau supra-spinal, nous avons montré que le canal Cav3.2 est
exprimé de fagon discréte dans plusieurs structures, dans la «pain matrix» principalement :
S1, S2, ACC, insula, amygdale et dans le thalamus au niveau du nRT. Le canal Cav3.2 est
donc exprimé tout le long des voies de la nociception. Nous avons également remarqué un
marquage important dans I’APN. Le r6le de ce noyau diencéphalique dans la perception
douloureuse a été établi des les années 80, avec la mise en évidence d’effets analgésiques de
sa stimulation électrique ou chimique en douleur aigué (Rees and Roberts, 1993). De rares
études suggerent qu’il serait également impliqué dans la douleur persistante ainsi que dans la
douleur neuropathique, particulierement dans les mécanismes d’initiation de celle-ci, les
études récentes ayant été réalisées essentiellement chez le rat (Murray et al., 2010; Rossaneis
and Prado, 2015; Rossaneis et al., 2015; Villarreal et al., 2003, 2004a). Cependant cette
structure n’est pas reconnue comme faisant partie de la «pain matrix». Ceci nous a donc
conduits a choisir d’étudier plus précisément I’expression du canal Cav3.2 dans cette structure
et son role dans la perception somatosensorielle basale et neuropathique.
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1.1.1. Données immunhistochimiques

Nos résultats immunohistochimiques montrent que le canal Cav3.2 est exprimé dans 20% des
neurones de I’APN dont 87% co-expriment la PV. La localisation des ARNm codant pour les
trois isoformes des canaux T par hybridation in situ réalisée chez le rat est cohérente avec ce
résultat puisqu’elle avait montré I’expression des trois transcrits dans le noyau prétectal, en
particulier du Cav3.2, dans des cellules dispersées dans I’APN (Talley et al., 1999). Il est a
noter que nos résultats d’immunohistochimie permettent d’identifier les neurones exprimant
le Cav3.2-GFP, mais pas d’etudier sa localisation subcellulaire. En effet, bien que la GFP soit
présente en extracellulaire, la perméabilisation des membranes est nécessaire pour visualiser
un marquage correctement (données non montrées), de sorte que ce dernier peut également

correspondre a des canaux présents en intracellulaire.

La caractérisation plus précise de ces neurones nécessitait de pouvoir les identifier dans des
tissus vivants. Malheureusement le tag GFP des souris KI-Cav3.2-eGFPflox n’est pas visible
par immunofluorescence en absence d’anticorps anti-GFP. Au niveau spinal, nos
collaborateurs ont utilisé un AAV-DJ exprimant la Cre et/ou la mCherry sous le contréle du
promoteur du Cav3.2, afin de cibler spécifiquement ces neurones (Francois et al., 2015).
L’utilisation de ce virus dans I’APN s’est révélée inefficace. Pour contourner cet obstacle,
nous avons donc tiré profit du fait que 92% des neurones PV de I’APN co-expriment le canal
Cav3.2 et utilisé la lignée de souris PV-Cre. Afin de valider cette approche, nous avons réalisé
des croisements entre la lignée Kl et la lignée PV-Cre. Des co-marquages anti-GFP anti-PV
chez des souris issues de ce croisement, hétérozygotes pour ces deux locus, ont été effectués
pour déterminer dans quelle proportion le marquage GFP disparait de I’APN (Annexe 2). Nos
résultats indiquent cependant qu’une proportion non négligeable de neurones PV+ co-exprime
encore le Cav3.2-GFP et correspond donc a une sous-population de cellule PV+ n’exprimant
pas la Cre. L’utilisation des souris PV-Cre ne nous permet donc a priori que de caractériser
une sous population représentant environ 50% des neurones PV+ de I’APN. De plus, d’apres
les comptages effectués sur les souris issues du croisement PV-Cre-Ail4, une expression
ectopique de la Cre, en dehors des neurones PV est également a prendre en considération et
représente 19% des neurones TdTomato+. Malgré ces limitations, la caractérisation des
neurones PV-Cre de I’APN est la seule méthode a I’heure actuelle permettant de définir plus

avant les propriétés anatomo-fonctionnelles de neurones APN exprimant le canal Cav3.2.
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1.1.2. Données de RT-PCR multiplex sur cellule unique

Les résultats de RT-PCR multiplex sur cellule unique (scRT-PCR) réalisés chez les souris
PV-Cre-Ail4 montrent que 56.5% des neurones PV-TdTomato+ expriment le transcrit du
Cav3.2. Ce résultat est bien inférieur aux 92% de neurones PV+ co-exprimant le canal
Cav3.2-GFP observés par immunohistochimie. Cette différence peut s’expliquer par plusieurs
facteurs, probablement de maniére conjointe : I’existence de la sous-population de neurones
PV+ ne co-exprimant pas le canal Cav3.2; I’expression ectopique de la Cre dans des
neurones non PV+ ; I’expression de la Cre dans seulement 50% de la population PV+, qui
pourrait par ailleurs étre biaisée en faveur des neurones PV- exprimant la Cre ; enfin, surtout
I’efficacité limitée de la technique de scRT-PCR (récolte du cytoplasme, détection des
ARNmM, cf. Résultats — 4.2).

Nous avons constaté par ailleurs que les transcrits des trois isoformes peuvent étre co-
exprimés dans I’APN. La localisation des transcrits des canaux T avait montré que les 3
isoformes étaient exprimées dans I’APN mais aucune étude n’avait mis en évidence leur co-
expression dans les mémes neurones (Talley et al., 1999). Par ailleurs, la forte co-expression
entre Cav3.1 et Cav3.2 dénote du reste du cerveau ou I’expression de ces isoformes se
recouvre rarement, a I’exception des cellules de Purkinje du cervelet (Aguado et al., 2016).

Enfin, les résultats de scRT-PCR montrent que la population de neurones PV+ de I’APN est
hétérogene puisqu’on distingue une sous-population GABAergique pouvant exprimer le canal
Cav3.2, et une sous-population glutamatergique. Cette observation est cohérente avec le fait
que I’APN serait capable d’envoyer des entrées excitatrices dans la VLM et vers les neurones
des couches superficielles de la moélle épiniére (Terenzi et al., 1991). Le faible pourcentage
de neurones PV+ ne co-exprimant pas le Cav3.2 selon nos résultats immunohistochimiques

pourrait correspondre a des neurones glutamatergiques.
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1.2. Expression de Cav3.2 dans le thalamus et le cortex

Dans nos coupes immunohistochimiques, nous avons également observé I’expression du canal
Cav3.2-GFP au niveau du nRT et du cortex. Le nRT est en effet un noyau GABAergique
exercant un contréle inhibiteur sur les noyaux thalamiques et modulant leur interaction avec
les aires corticales (Crick, 1984; Halassa and Acsady, 2016; Wimmer et al., 2015). Il
controlerait ainsi le passage des informations sensorielles vers le cortex qui généere la
perception consciente des stimuli. Dans le nRT, nous avons concentré nos observations sur la
région médiane, projetant vers les noyaux somatosensoriels VPm et PO du thalamus (Guillery
et al., 1998; Pinault and Deschénes, 1998). L’expression de la PV dans cette région du nRT
est bien connue (Clemente-perez et al., 2017). Nous avons en effet constaté que la grande
majorité de ces neurones expriment la PV, avec un fort taux de co-expression du canal
Cav3.2-GFP (Annexe 1, Tableau, Figure A, B,). Ce résultat est aussi cohérent avec les études
d’hybridation in situ montrant I’expression des transcrit des canaux Cav3.2 et Cav3.3 dans le
nRT (Talley et al., 1999). Ces deux populations de neurones prépondérantes dans cette région
du nRT présentent de fait un fort taux de recouvrement (Annexe 1, Tableau A). Seulement
4.62 £ 3.60 % de neurones Cav3.2-GFP+ ne co-expriment pas la PV. Le pourcentage
négligeable pourrait étre lié a une erreur de détection du marquage immunohistochimique, et
I’on pourrait considérer que ces deux populations se recouvrent parfaitement. Il est d’ailleurs
intéressant de noter que chez les souris issues du croissement entre la lignée Kl et la lignée
PV-Cre, I’expression du canal Cav3.2-GFP est totalement abolie dans le nRT suggérant que
100% des neurones PV du nRT exprime la Cre dans ce modele contrairement a I’APN
(Annexe 3).

Au niveau cortical, dans la bande GFP+ située dans la couche V, une sous-population de
neurones pyramidaux semble exprimer le canal Cav3.2-GFP. (Annexe 1, Figure A, C). La co-
expression avec la PV, caractérisant des interneurones inhibiteurs, est négligeable et pourrait
correspondre a des faux-positifs ou a des neurones excitateurs de la couche VI capables
d’exprimer également la PV. En effet, les neurones co-exprimant Cav3.2-GFP et la PV étaient
souvent observés a I’interface entre la bande GFP+ et la couche inférieure et ne présentaient
pas une morphologie pyramidale.

Ainsi, contrairement a I’APN et au nRT ou le canal Cav3.2-GFP est en grande majorité co-
exprimé avec la PV, trés peu de neurones de la bande GFP+ du cortex co-expriment Cav3.2-
GFP et la PV. L’hybridation in situ avait révélé que, si les isoformes Cav3.1 et Cav3.3 des
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canaux T sont uniformément réparties dans toutes les couches corticales, avec une expression
plus dense dans la couche 1V, la distribution du Cav3.2 est & I’inverse beaucoup plus précise.
En effet, les auteurs ont rapporté un marquage important dans une sous région profonde de la
couche V, dans les neurones pyramidaux et en faible quantité dans la couche IlI, ce qui
corrobore nos observations (Talley et al., 1999).

Des injections virales de la Cre dans ces structures chez des souris KI pourraient permettre
d’étudier le réle du canal Cav3.2 dans I’excitabilité des neurones réticulaires et corticaux, et
I’impact sur la transmission et I’intégration de I’information sensorielle. En effet, les neurones
du nRT co-expriment les isoformes Cav3.2 et Cav3.3 des canaux T (Talley et al., 1999). Si la
cinétique lente du Cav3.3 explique la décharge en rebond de ces neurones, participant aux
oscillations pacemaker, on ignore encore le role du canal Cav3.2 dans ces neurones
(Pellegrini et al., 2016; Tscherter et al., 2011). Le KO constitutif du Cav3.2 montre au niveau
thalamique une diminution du nombre de neurones répondants a des stimuli nociceptifs dans
le nRT et le VP avec une modification du profil de décharge, témoignant d’une implication du
nRT dans la nociception (Liao et al., 2011). Par ailleurs, I’augmentation de la décharge en
bouffée dans les noyaux relais du thalamus observée lors de douleurs neuropathiques ne
correspondrait pas a une hyperactivité de ces noyaux mais a une augmentation d’inhibition,
permettant I’hyperpolarisation des neurones thalamiques et favorisant la dé-inactivation des
canaux T soutenant cette décharge en bouffée (Garcia-Larrea and Peyron, 2013; Lenz et al.,
1989; Llinas et al., 1999). Cette inhibition pourrait provenir du nRT, de I’APN ou de la ZI. Il
serait intéressant de déterminer dans quelle mesure I’activité du nRT et de la couche V du
cortex est altérée dans les états neuropathiques, I’impact sur I’activité thalamocorticale et le
role du canal Cav3.2 dans ce contexte. Par ailleurs, un virus AAV-DJ exprimant la Cre et la
mCherry sous le contr6le du promoteur du canal Cav3.2, mis au point par nos collaborateurs
aux niveaux périphérique et spinal, s’est montré efficace dans le cortex uniquement (Candelas
et al,, 2019; Francois et al., 2015). Cette approche permettrait de cibler facilement les
neurones corticaux Cav3.2+ pour étudier I'impact de ce canal sur I’intégration des
informations sensorielles en provenance du thalamus dans les couches superficielles et

profondes.
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2. Caractérisation des neurones PV+ de I’APN

Dans le but de caractériser les neurones PV+ de I’APN co-exprimant majoritairement le canal
Cav3.2, nous avons réalisé des marquages antérogrades et rétrogrades des neurones PV+ de
I’APN par injection de I’AAV1-TdTomato-flex dans I’APN de souris PV-Cre ou de
RedRetrobeads, respectivement, dans des structures cibles chez des souris Kl. Les résultats
obtenus confirment certaines données de la littérature sur la connectivité anatomique et
fonctionnelle récoltées chez le chat (Berman, 1977; Itoh, 1977), la musaraigne (Weber and
Harting, 1980), le rat (Bokor et al., 2005; Cadusseau and Roger, 1991; Terenzi et al., 1995;
Zagon et al., 1995), et sont observées pour la premiere fois chez la souris.

2.1. Projections anatomiques
2.1.1. Projections descendantes

Plusieurs études préliminaires sur les effets analgésiques de la stimulation de I’APN avaient
montré que celle-ci repose sur une excitation des neurones spinaux des couches superficielles
et une inhibition des neurones spinaux a champs récepteurs multiples des couches profondes
(Rees and Roberts, 1989; Rees et al., 1995). Des études plus récentes ont démontré que cette
projection serait indirecte, reposant sur une signalisation opioide et sérotoninergique (Prado
and Faganello, 2000; Rees and Roberts, 1987; Rees et al., 1995). Nous avons observé des
projections descendantes vers le LPGi ipsilatéral ainsi que le PPTg et le DpMe contralatéraux.
Ces résultats ne démontrent pas qu’une connexion existe avec ces structures mais corroborent
parfaitement les études selon lesquelles la lésion de ces noyaux atténue I’effet antinociceptif
de la stimulation électrique ou chimique de I’APN (Genaro and Prado, 2016; Genaro et al.,
2019; Zagon et al., 1995). Ces résultats sont cohérents avec le postula selon lequel I’/APN
projetterait indirectement sur des cibles spinales en impliquant les signalisations opioide et
sérotoninergique et suggérant que I’APN sécréterait ces neuromodulateurs (Prado and
Faganello, 2000; Rees and Roberts, 1987; Rees et al., 1995).
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2.1.2. Projections ascendantes

Nos expériences de tracage antérograde et rétrograde montrent, pour la premiere fois chez la
souris, que I’APN est connecté au niveau supra-spinal avec le thalamus, notamment le LD, le
LP et le PO, ainsi qu’avec la ZI. Ces deux derniéres sont les cibles les mieux décrites de
I’APN chez le rat (Bokor et al., 2005; Giber et al., 2008). Leurs marquages rétrogrades
montrent que les neurones de projection de I’APN sont entremélés dans tout le noyau. En ce
qui nous concerne, nos marquages sont essentiellement localisés dans la région ventro-latérale
de I’APN, mais une seule série de coordonnées a été utilisée et des injections localisées dans
d’autres régions du PO et de la ZI pourraient marquer rétrogradement d’autres régions de
I’APN et mettre en évidence une topographie, bien que celle-ci ait été décrite comme peu
marquée chez le rat (Giber et al., 2008). Toutefois, I’APN dorso-rostrale innerverait la région
latérale, visuelle de la ZI, tandis que la région ventro-caudale innerverait la région médio-
centrale, somatosensorielle de la ZI (Giber et al., 2008). Nos injections rétrogrades situées
préférentiellement dans la réegion médiane de la ZI montrant un marquage ventro-latéral dans
I’APN sont cohérents avec ces observations. L’analyse des terminaisons de I’APN dans la ZI
par microscopie électronique montre qu’elles sont a 60.5% GABA- et a 38.2% GABA+
(Giber et al., 2008). Ce résultat ne donne aucune indication sur la proportion de neurones
GABA- ou GABA+ de I’APN projetant vers la ZI, mais indiquent que cette projection
pourrait étre majoritairement excitatrice. Des enregistrements électrophysiologiques sont
nécessaires pour déterminer la balance excitation-inhibition de cette connexion ainsi que
I’effet net sur I’excitabilité des neurones de la ZI. Par ailleurs, la région de la ZI ventrale
innervée par I’APN correspondrait a celle projetant vers le thalamus (Lavallee et al., 2005;
Trageser et al., 2006). L’impact de I’activité de I’APN sur la ZI pourrait donc indirectement
affecter I’excitabilité du PO.

La projection directe de I’APN vers le PO serait a 82% GABAergique, suggérant qu’elle
serait majoritairement inhibitrice (Bokor et al., 2005). Ces terminaisons GABAergiques ont
été décrites comme regroupées le long d’un seul dendrite, établissant plusieurs contacts
chacune. Cette voie APT-thalamus directe et focale, serait donc stratégiquement positionnée
pour exercer une forte action inhibitrice sur les neurones relais des noyaux thalamiques
d’ordre supérieur. En effet, les enregistrements in vitro de neurones du PO lors de
stimulations électriques de I’APN montrent que celle-ci évoque un courant inhibiteur GABA-
A qui semble monosynaptique aux vues de la distribution unimodale des latences de ces
réponses (2.9ms) et de I’lamplitude tout ou rien de ces CPSI. Cette synapse montre une faible
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paired pulse depression, favorable a I’inhibition a haute fréquence des neurones thalamiques.
Les IPSP résultant de cette stimulation sont capables d’induire une dépolarisation en rebond,
parfois associée a une bouffée de PA, et d’atténuer voir d’inhiber la fréquence de décharge
des neurones thalamiques (Bokor et al., 2005). Cette inhibition extra-réticulaire differe
morphologiquement et fonctionnellement de I’inhibition thalamique exercée par le nRT
(Wanaverbecq et al., 2008). De plus, les terminaisons de I’APN ciblent spécifiquement les
noyaux thalamiques d’ordre supérieur et forment des synapses multiples sur les dendrites
proximaux, capables de soutenir une transmission inhibitrice soutenue lors de taux de
décharges présynaptique a haute fréquence, jusqu’a 100Hz (Bokor et al., 2005; Wanaverbecq
et al., 2008). Ce dernier point est fonctionnellement trés important si on considére que nos
enregistrement électrophysiologiques in vitro ont montré que les neurones de I’APN avaient
des propriétés intrinséques capables de soutenir une décharge a haute fréquence, allant jusqu’a
450 Hz. Par ailleurs les enregistrements in vivo de ces neurones réalisés actuellement au
laboratoire corroborent ce résultat en montrant que ces neurones peuvent atteindre des

fréquences de décharge de 300Hz chez I’animal anesthésié.

2.2. Caractérisation électrophysiologique

2.2.1. Invitro

Les enregistrements in vitro des neurones PV+ de I’APN de souris PV-Cre-Ail4 ont montré
qu’ils sont tous caractérisés par une dépolarisation lente due aux canaux HCN lors de
I’injection d’un créneau de courant hyperpolarisant, et une DPH variable. Cependant, deux
groupes de neurones se distinguent par leur profil de décharge tonique en réponse a I’injection
d’un créneau de courant dépolarisant. En effet, certains neurones émettent des PA de maniere

réguliére, tandis que d’autres sont capables de montrer un profil de décharge intermittent.

Le profil de décharge régulier observé s’apparente a celui des neurones fast-spiking décrits
dans certains interneurones locaux du néocortex. En effet, les neurones fast-spiking,
majoritairement inhibiteurs dans le cortex, répondent a une injection de courant dépolarisant
par une décharge tonique de PA courts (<1ms) émis a haute fréquence (jusqu'a 400 Hz) sans
adaptation (Steriade 2004). Beaucoup d’interneurones fast-spiking du cortex sont par ailleurs
GABAergiques et PV+.
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Le profil de décharge stuttering a été décrit dans la terminologie Petilla, détaillant les modes
de décharge des interneurones corticaux. Il est défini par la présence de groupes de PA émis a
haute fréquence, séparés par des périodes de silence imprédictibles, sur une large gamme
d'injection prolongée de courant. Des injections de courants plus intenses produisent une
décharge continue de type fast-spiking, comme ce que nous avons observé dans la grande
majorité des neurones stuttering de I’APN (Ascoli et al., 2008; Markram et al., 2004). Selon
ces études, ce mode de décharge s’apparenterait au mode Fast Rhythmic Bursting (FRB)
décrit dans les interneurones de type basket cells néocorticales (Steriade, 2004). Une
transition d’une décharge stuttering a la rhéobase vers une décharge fast-spiking lors de
stimulations plus intenses a été rapportée dans des interneurones PV+ des couches I11/111 dans
le cortex visuel (Akgul and Wollmuth, 2013; Helm et al., 2012), dans une sous-population
d’interneurones corticaux SOM+ de la couche IV (Ma et al., 2006), dans les cornes d’Amon
de I’hippocampe (Maniezzi et al., 2019), dans le présubiculum (Abbasi and Kumar, 2013),
dans le bulbe olfactif (Burton and Urban, 2014), dans des neurones striataux (Klaus et al.,
2011; Sciamanna and Wilson, 2011) et dans certains neurones GABAergiques PV+ de
I’amygdale latérale (Song et al., 2013; Sosulina et al., 2010),

Dans ces études, ces neurones sont généralement moins excitables que les autres neurones des
mémes noyaux, avec une résistance membranaire plus faible et un seuil de déclenchement des
PA supérieurs, et présentent des PA plus larges, des AHP moins grands et peuvent décharger
a plus haute fréguence que les neurones « réguliers » (Akgul and Wollmuth, 2013; Helm et
al., 2012). Dans I’APN, les résistances membranaires et les fréquences de décharge que nous
avons observées ne different pas entre les populations PV+ réguliere et stuttering. Etant
observé que la grande majorité des neurones stuttering que nous avons enregistré est capable
de décharger de maniere réguliére, il est en définitive possible qu’il s’agisse d’un méme type
de neurones et que la décharge stuttering ne soit visible que dans certaines conditions. C’est
d’ailleurs une hypothese qui pourrait expliquer que la décharge stuttering existant dans les
interneurones PV corticaux n’ait été caractérisée que tardivement. Il est également possible
que, de la méme maniére que dans le cortex visuel, deux types de stutterings existent, dont
I’un se révele a des potentiels plus proches de la rhéobase, le rendant difficile & déceler avec
les créneaux de courant appliqués et aux vues des fortes résistances membranaires. Ces
neurones auraient donc été classés dans notre étude comme réguliers. Des données
supplémentaires sont nécessaires pour comparer les paramétres du PA des deux types de
neurones de I’APN et préciser ces hypotheses (half width, amplitude et cinétique des APH).
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Plusieurs études rapportent un lien entre la décharge stuttering et les canaux potassiques Kv1l
(Klaus et al., 2011; Povysheva et al., 2008; Sciamanna and Wilson, 2011; Toledo-Rodriguez
et al., 2004). L’inactivation lente des canaux Kv1 expliquerait la dépolarisation lente et les
oscillations sous-liminaires observées pendant les phases de silence. En effet, lors de la
décharge, I’AHP permettrait de dé-inactiver progressivement les canaux potassiques, de sorte
que le courant qui en résulte augmente au fut et a mesure de la décharge, pouvant expliquer
I’adaptation fréquentielle observée pendant chaque salve. Suite a un certain nombre de PA, le
courant potassique net devenu suffisant interromprait la décharge. Ce mécanisme expliquerait
également la disparition de I’adaptation fréquentielle lors de I’injection de courants plus
élevés. La fréquence de décharge serait en effet trop importante pour permettre la dé-
inactivation des canaux potassiques. Il expliquerait également I’augmentation de la durée des

silences au cours de la stimulation.

Si les neurones enregistrés dans I’APN correspondent a une seule et méme population, le
courant Kv1 pourrait étre insuffisant pour permettre d’observer une décharge stuttering dans
les neurones exclusivement réguliers. Cette hypothése justifierai également le fait que
certains neurones soient difficilement classables dans I’'une ou I’autre catégorie, constituant
un continuum dans les patrons de décharge observés, entre des stutterings exclusifs, ne
montrant jamais de décharge réguliére mais un blocage de I’émission des PA lors de
I’injection de courants plus intenses, des stutterings pouvant décharger de maniere réguliére a

des courant plus élevés, et des neurones exclusivement réguliers.

Dans le striatum, les neurones SOM+ montrant une décharge de type Low Threshold Spike
(LTS) peuvent décharger de maniere stuttering. Cela serait également lié a des conductances
potassiques, cette fois-ci calcium-dépendantes, a savoir les BK (Big calcium-dependent K
channels)et les SK (Small calcium-dependent K channels), modulés par la somatostatine elle-
méme. Elle réduirait le courant SK et augmenterait le courant BK, favorisant la composante
rapide des AHP et le déclenchement du stuttering (Galarraga et al., 2007). En effet, une
interaction fonctionnelle entre les canaux SK et les canaux calciques de type T a été montrée
chez le rongeur dans la génération du patron de décharge pacemaker des neurones du Locus
coeruleus, ainsi que dans les neurones doparminergiques de la substance noire, contribuant a
I’amplitude des AHP et activés par les influx calciques via les canaux T (Matschke et al.,
2015, 2018; Wolfart and Roeper, 2002). Une interaction physique a également été mise en
évidence entre Iisoforme Cav3.2 et les canaux BK dans les muscles lisses vasculaires

(Hashad et al., 2018).
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Dans I’lamygdale, I’effet post-synaptique d’une telle décharge a été observé. Il évoquerait des
courants post-synaptiques de plus grande amplitude, avec des latences et des cinétiques plus
rapides, réduisant la dépression a court terme (paired pulse depression) et la suppression de
décharge post-synaptique. Ces éléments contribueraient a la forte influence inhibitrice entre
les neurones de I’amygdale, suggérant un gating du passage de I’information dans cette
structure (Song et al., 2013). Ce mécanisme pourrait avoir lieu également a la synapse
inhibitrice puissante entre I’APN et le PO (Bokor et al., 2005; Groh et al., 2014).

3. Rble du canal Cav3.2 de I’APN dans la mise en place de la

neuropathie

3.1. Impact comportemental de la délétion du Cav3.2 de I’APN

La sous-population de neurones PV+ caractérisée co-exprime en grande majorité le canal
Cav3.2. Nous avons étudié le rdle de ce dernier dans la perception somatosensorielle aigué et
neuropathique. Nos résultats montrent un rodle essentiel du canal Cav3.2 dans le
développement de I’allodynie mécanique dans le modéle SNI. Ces résultats ont par ailleurs
été reproduits par nos collaborateurs dans I’équipe d’Alain Eschalier (Laboratoire de
Pharmacologie Fondamentale et Clinique de la Douleur, Université Clermont Auvergne). En
revanche, un dimorphisme sexuel a été observé dans le cadre de I’hyperalgie thermique a la
chaleur qui n’était atténuée par la délétion que chez les males. Ce dimorphisme a été
également observé lors de la délétion du Cav3.2 au niveau spinal dans le méme modéle, par
nos collaborateurs dans I’équipe d’Emmanuel Bourinet. Il repose donc probablement sur une
différence dans le développement de I’hyperalgie thermique ou dans le role du canal Cav3.2

entre les males et les femelles.

En effet, I’expression du canal Cav3.2 est modulée positivement ou négativement par
I’lhormone féminine B17-oestradiole selon la structure étudiée. Ainsi, dans le myométre et la
glande pituitaire, cette hormone diminue I’expression du canal, alors que dans
I’hypothalamus, elle augmente son expression (Banciu et al., 2018; Bosch et al., 2009; Zhang
et al., 2009). Par ailleurs, cette hormone inhiberait la transmission synaptique glycinergique
dans des cellules en culture du CAL hippocampique de la moélle épiniere de rat (Jiang et al.,

2009). Elle possede également un effet analgésique sur I’inflammation induite par la
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formaline au niveau du LPGi qui est par ailleurs une cible des neurones PV+ de I’APN
(Khakpay et al., 2016, 2017). Une comparaison de I’expression, de la régulation et du réle du
canal Cav3.2 dans I’APN de souris males et femelles permettrait de comprendre ce
dimorphisme. De plus en plus d’études mettent par ailleurs en évidence des dimorphismes
sexuels dans la perception douloureuse, soulignant I’'importance de I’analyse des deux sexes

indépendamment (Nazarian et al., 2014; Rosen et al., 2017; Sorge et al., 2015).

Par ailleurs, la neuropathie induite par SNI est classiquement considérée comme capable
d’induire une allodynie mécanique et thermique au froid. Les effets sur la perception de la
chaleur seraient moindre, voire inexistants (Decosterd and Woolf, 2000; Shields et al., 2003).
Mais un nombre croissant de travaux, y compris notre étude, remettent en cause ce dogme
(Francois et al., 2015).

3.2. Impact du SNI sur I’excitabilité et I’activité de I’APN

Afin de déterminer les mécanismes pouvant expliquer les effets de la délétion du Cav3.2 sur
le développement de la douleur neuropathique, nous avons d’abord souhaité étudier I’impact
du SNI sur I’activité des neurones PV+ de I’APN. Les enregistrements préliminaires menés in
vitro sur les souris PV-Cre-Ail4 n’ont pas montré de différence apparente dans I’excitabilité
des neurones de I’APN pour I’instant. Si ce résultat, encore trés préliminaire se confirme, ceci
suggérerait que les proprietés intrinseques de ces neurones ne seraient pas directement
modifiées. On peut cependant imaginer que d’autres populations neuronales ou que la
connectivité de I’APN seraient altérés par le SNI, avec par exemple une diminution des
entrées synaptiques provenant de la périphérie ou du cortex. Mais nous n’excluons pas encore
I’hypothese d’un impact sur I’excitabilité intrinséque de ces neurones pour I’instant. Les
enregistrements extracellulaires in vivo réalisés actuellement au laboratoire sur des souris Ki
montrent une diminution de I’activité de décharge de neurones de I’APN suite au SNI (Figure
33). Une diminution de I’activité des neurones PV+ avait été rapportée dans le cortex
somatosensoriel primaire dans ce modéle neuropathique (Cichon et al., 2017). Cette baisse
d’activité de I’APN contribue probablement a la mise en place de la douleur neuropathique
par la connectivité descendante et/ou ascendante de I’APN.
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En effet, I’APN semble projeter vers le LPGi ipsilatéral (Genaro and Prado, 2016; Genaro et
al., 2019). Il a été montré chez le rat que des projections sérotoninergiques en provenance du
LPGi innervent préférentiellement les couches spinales superficielles | et Il ipsilatérales
(Gautier et al., 2017). Or la stimulation de I’APN semble évoquer une excitation des neurones
situés dans cette région (Rees et al., 1995). Ce circuit APN-LPGi-moélle pourrait faire partie
de la modulation descendante de la perception douloureuse, médiant les effets analgésiques de
la stimulation de I’APN. Cette connectivité descendante pourrait par ailleurs étre altérée dans
des conditions neuropathiques, de la méme maniére que pour le DNIC, ne filtrant plus le
passage de I’information nociceptive, facilitant sa transmission (cf Introduction, Chapitre | —
3.2.3).
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Figure 33 | Effet de la lésion SNI sur I’activité des neurones de I’APN contralatérale.
Souris Kl naives : bleu ; souris KI-SNI : violet

(A) Coefficient de variation du taux de décharge des neurones de I’APN de souris Kl naives
(n=62, 8 animaux) et ayant subi un SNI (KI-SNI ; n=50, 7 animaux). Noter I’augmentation du
coefficient de variation du taux de décharge des neurones de I’APN suite au SNI.

(B) Les ISI médians observés lors de I’activité spontanée des neurones de I’APN de souris KI
sont deux fois supérieurs a ceux des KI-SNI, traduisant une diminution de I’activité de
décharge suite a la lésion SNI.

(C) Les médianes des 10% d’ISI minimaux des souris Kl sont supérieures a celles des souris
KI-SNI, traduisant une diminution des fréquences de décharge suite a la lésion SNI.

(D) Histogramme comparant plusieurs parametres de I’activité des neurones de I’APN chez
des souris KI (barres de gauche) ou KI-SNI (barres de droite) : comparaison des effets sur la
proportion de neurones réguliers (verts) ou déchargeant en bouffées (bleu, a gauche), sur la
proportion de neurones montrant une corrélation d’activité avec d’autres neurones de I’APN
(au centre) et avec I’'EEG (a droite). Noter la diminution de la corrélation d’activité entre
neurones de I’APN.
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La connectivité directe et indirecte entre I’APN et le thalamus pourrait aussi étre impliquée
dans ces effets. En effet, les enregistrements des neurones du PO chez le rat montrent que
leurs réponses aux stimulations des vibrisses augmentent suite a une lésion du la ZI. Cette
désinhibition suggére que la ZI exerce une inhibition feed-forward sur le PO et donc le
thalamus somatosensoriel (Lavallee et al., 2005; Trageser and Keller, 2004). De plus, la
région de la ZIv innervéee par I’APN est riche en PV et a été identifiée comme projetant vers
le thalamus. L’ APN pourrait donc exercer une modulation complexe de I’activité du PO, via
une afférence directe majoritairement inhibitrice d’une part, et par une désinhibition via son

input majoritairement excitateur sur la ZI d’autre part.

Or, dans des modeéles de douleur centrale, une augmentation de I’activité spontanée et
évoquée des neurones du PO a été rapportée chez le rat, associée a une diminution de
I’activité spontanée et évoquée de la ZI (Masri et al., 2009). Les afférences de I’APN vers ces
deux noyaux pourraient étre également impliquées dans la pathophysiologie des douleurs
centrales : I’augmentation d’activité du PO en CPS pourrait étre due soit a une diminution de
I’afférence inhibitrice directe de I’APN vers le PO, soit a une augmentation de I’afférence
excitatrice vers la ZI, désinhibant le PO. Des enregistrements extracellulaires de I’APN in
vivo chez le rat anesthésié ayant subi une lésion spinale électrolytique montrent une
augmentation du taux de décharge de certains neurones (Murray et al., 2010). Ce résultat
s’inscrit en faveur de la seconde hypothese. Cependant, celle-ci est difficilement conciliable
avec I’inhibition exercée par I’APN sur le PO. Leurs auteurs expliquent cette contradiction
par la possibilité que cette projection APN-PO soit insuffisante pour inhiber la décharge du
PO (Figure 34). Cette hypothése est en contradiction avec nos résultats d’in vivo chez des KI-
SNI mais cohérente avec celle d’une levée d’inhibition vers le PO dans la douleur centrale.

L’impact de la délétion du Cav3.2 que nous avons observé sur la neuropathie post SNI
pourrait donc jouer sur la connectivité entre I’APN et le thalamus, mais aussi sur les
projections descendantes. Nous ignorons encore si le mécanisme impliqué differe de celui
évoquant une analgésie aigué d’aprés les études de SPA. Mais il s’agit la d’un contexte
neuropathique impliquant des mécanismes drastiquement différents ou I’état de connectivité

supra-spinale est altéré.
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Figure 34 | Schéma des changements d’activité dans les différents types de neurones de
I’APN dans le syndrome de douleur centrale (d’apres Murray et al.,
2010).L’augmentation de I’activité GABAergique des neurones toniques (orange) projetant
vers le PO ou la ZI induit une diminution de I’afférence inhibitrice en provenance de la ZI
vers le PO d’une part contribuant & I’augmentation du taux de décharge du PO. D’autre part,
I’afférence inhibitrice vers le PO provenant directement des neurones toniques de I’APN
augmente. Les neurones slow rhythmic excitateurs et fast bursting inhibiteurs montrent une
augmentation de la prévalence des décharges en bouffée, mais leur taux de décharge globale
reste inchangé. Leur implication n’est donc pas considérée. L’augmentation de I’afférence
inhibitrice directe de I’APN vers le PO ne suffirait pas a contrer la désinhibition exercée via la
Zl, ce qui résulterait globalement en une augmentation de I’activité du PO, pouvant
augmenter I’activation des aires corticales somatosensorielles.

APT : Noyau Prétectal Antérieur ; PO : Noyau Postérieur ; ZI : Zona Incerta
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3.3. Contribution du Cav3.2 de I’APN

Le réle direct du canal Cav3.2 dans I’excitabilité et la connectivité de I’APN n’a pas encore
été élucidé, ni en condition normale, ni en condition pathologique. Ceci est en partie lié a
I’impossibilité d’étudier sa localisation subcellulaire dans ces neurones. Le canal Cav3.2,
ainsi que les autres isoformes co-exprimées (notamment le Cav3.1) pourraient étre
responsables d’un courant de fenétre influencant la probabilité de décharge de ces neurones,
via une expression a I’AlS ou le potentiel de repos de ces neurones et donc leur excitabilité
(Bessaih et al., 2008; Dreyfus et al., 2010). Il pourrait également influencer I’intégration
dendritique des afférences somatosensorielles et nociceptives. L’existence d’un fort sag dans
ces cellules témoignant de la présence de canaux HCN qui possedent une interaction
fonctionnelle avec les canaux Cav3.2 présynaptiques dans le cortex enthorinal, dans la
libération de glutamate (Huang et al., 2011). Il est également envisageable qu’une
augmentation de I’expression du canal Cav3.2 survienne dans les neurones de I’APN lors de
la neuropathie, impliquée dans sa mise en place, tel que cela a été observé dans les DRG et
dans I’ACC, ce qui justifierait également I’atténuation des symptomes neuropathiques lors de
sa délétion préventive (Kang et al., 2018; Shen et al., 2015). Beaucoup d’hypothéses
subsistent donc quant au réle du canal Cav3.2 exprimé dans I’APN dans le développement de

la neuropathie, et aucune n’est privilégiée a I’heure actuelle.

Des enregistrements in vitro des neurones de I’APN chez des KO-Cav3.2-APN ne nous
permettent pas d’étudier I’effet de cette délétion. En effet, les injections virales employées
pour déléter le canal Cav3.2 du I’APN ne permettent pas de visualiser spécifiquement les
neurones qui exprimaient initialement le Cav3.2, de par I’'ubiquité du promoteur employé. Par
ailleurs, I’expression du canal étant observé dans seulement 20% des neurones,
I’enregistrement des neurones de I’APN a I’aveugle chez des KO-Cav3.2-APN présenterait un
rendement trop faible pour détecter une éventuelle altération de leurs propriétés. Pour
contourner cet obstacle nous réalisons actuellement des tests pharmacologiques in vitro, avec
le Pr. Régis Lambert et le Dr. Nathalie Leresche, en appliquant soit du TTA-P2 soit du nickel
qui, a basse concentration, ciblerait uniqguement les canaux Cav3.2 dont I’affinité est la plus
forte, afin de déterminer I’effet de la délétion du canal Cav3.2 sur I’excitabilité des neurones.
Nous effectuerons des enregistrements in vivo des neurones de I’APN chez des souris KO-
Cav3.2-APN afin de déterminer si la délétion permet de « sauver » la baisse d’activité globale
liée a la neuropathie. De par ses propriétés biophysiques et sa localisation subcellulaire, le
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canal Cav3.2 semble en effet impliqué dans I’excitabilité cellulaire neuropathique aux
niveaux périphérique et spinal (Candelas et al., 2019; Francois et al., 2015).

Si le canal Cav3.2 participe a la décharge des neurones de I’APN, ce dernier pourrait
influencer la connectivité de I’APN avec le PO ou la ZI, et/ou la connectivité descendante
spinale. La réalisation du KO non pas antérieurement au SNI mais postérieurement nous
permettrait de préciser quelques hypotheses. En effet, si la délétion a posteriori permet de
retrouver les mémes effets d’atténuation de la douleur neuropathique, il est fort probable que
ces derniers reposent sur un effet électrogenique direct du canal Cav3.2, influengant en temps
réel I’afférence sensorielle ou nociceptive en provenance de la périphérie ou son traitement au
niveau thalamique. En revanche, si ces effets ne sont pas retrouvés, il serait plus probable que
le canal Cav3.2 soit impliqué dans un phénomene de plasticité entre I’APN et une de ses
cibles post-synaptiques, nécessaire a I’installation de la douleur neuropathique, dans son
initiation ou son maintien. Un effet tardif de la délétion sur la douleur neuropathique
pencherait en faveur d’un rdle du canal Cav3.2 dans le maintien de ce phénotype. Dans cette
problématique, il est intéressant de noter qu’une étude a montré que I’APN serait impliquée
dans I’initiation de la neuropathie mais pas dans son maintien (Rossaneis et al., 2015)
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4. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en évidence, spécifiquement, I’implication du canal Cav3.2
exprimé au niveau supra-spinal dans le développement de la douleur neuropathique. Elle
montre pour la premiére fois I’expression du canal per se dans le cerveau de souris et I’effet
de sa délétion sur le développement de la douleur neuropathique dans une structure peu
étudiée, impliquée dans la nociception, le Noyau Prétectal Antérieur. L’ensemble de nos
résultats suggere que I’APN exerce un contréle inhibiteur ascendant et /ou descendant du
systeme somatosensoriel nociceptif. L excitabilité de ce réseau inhibiteur dépendrait de facon
critiqgue de I’activité du canal calcique de type-T Cav3.2 lors de la mise en place et/ou du
maintien de la douleur neuropathique. Le mécanisme sous-jacent a ces effets est encore sous
étude et semble reposer sur une altération de I’activité de I’APN, pouvant contribuer a une
modification de la connectivité cérébrale et descendante. Il pourra permettre de déterminer un
des réles du canal Cav3.2 exprimé au niveau supra-spinal. De maniére générale, ces travaux
contribuent a considérer le canal Cav3.2 comme un élément crucial de la neuropathie et une

cible thérapeutique attractive.

Les tests cliniques des futurs traitements des neuropathies reposent sur les études précliniques
menées principalement sur des animaux, en supposant que ces modeéles présentent
suffisamment de points communs avec la biologie du corps humain pour étre représentatifs
des douleurs neuropathiques observées cliniquement. Les composantes émotionnelle et
cognitive de la douleur sont difficilement mesurables chez les animaux, de méme que de
nombreux symptémes cliniques des neuropathies tels que les paresthésies et dysthésies. Par
ailleurs, les résultats de chaque étude sont obtenus dans des conditions expérimentales
particuliéres, sur des animaux d’une souche, d’une espéce, d’ages et de sexes spécifiques
nécessaires pour la reproductibilité des données mais masquant les impacts des facteurs
environnementaux et des différences interindividuelles impactant également la perception
douloureuse. Les résultats issus de ces expérimentations animales sont donc nécessaires mais
doivent donc étre replacés dans leur contexte et jugés avec précaution. La convergence de
multiples études sur le r6le des canaux T, notamment Cav3.2 dans la neuropathie ont motive
la synthése de molécules antagonistes et leurs tests cliniques chez I’Homme. De nouvelles
substances ciblant les canaux T sont ainsi testées, en phases cliniques | et Il, telles que
certains dérivés du Triazinone, parmi lesquelles les plus efficaces montrent un impact

particulier sur les canaux Cav3.2 (Nam, 2018; Serra et al., 2015; Ziegler et al., 2015).
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Les éventuels effets secondaires associés demandent a étre déterminés, puisqu’une étude
suggere d’ors et déja une implication du Cav3.2 dans I’anxiété, la mémoire et la sensibilité a
certains psychostimulants (Gangarossa et al., 2014). 1l est nécessaire de connaitre I’impact de
ces substances aux différents niveaux de la nociception pour anticiper d’éventuels effets

secondaires préjudiciables
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ANNEXE 1 :
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Expression du canal Cav3.2-GFP et de la PV dans le nRT et le cortex.
(A) Co-marquage anti-GFP (vert) anti-PV (rouge) sur une tranche coronale de souris KI a un

niveau contenant le nRT, observé en épifluorescence. Barre d’échelle : 1mm.

(B, C) Co-marquages anti-GFP (vert) anti-PV (rouge) dans le nRT (B) et dans le cortex (C)
observés en microscopie confocale. Barre d’échelle : 200um.
(D, E) Doubles marquages anti-GFP/ anti-NeuN (D1, E1), anti-PV / anti-NeuN (D2, E2), anti-
GFP / anti-PV (D3, E3) réalisés sur des coupes de nRT (D) et de cortex (E) observées en
microscopie confocale pour les comptages cellulaires. Barre d’échelle : 30um, pour toutes les

images.

(F, G) Diagramme des proportions de neurones exprimant la GFP et/ou la PV déterminés par
comptages cellulaires sur chacun de co-marquages dans le nRT (F) et la bande GFP+ du

cortex (G)
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EXPRESSION DU CANAL CAV3.2-GFP DANS LES NEURONES DU NRT ET DU CORTEX

Population du nRT Pourcentagesmoyens (%)  SEM (%)
% neurones GFP+ 68.95 +1.36
% neurones PV+ 78.76 +1.72
% neurones GFP+ exprimant aussi la PV~ 95.38 + 3.60
% neurones seulement GFP+ 4.62 + 3.60
% neurones PV+ exprimant aussi la GFP  72.32 +3.17
% neurones seulement PV+ 27.68 +3.17

Tableau A | Pourcentages moyens de neurones du nRT exprimant la GFP et/ou la PV,
obtenus par comptages cellulaires a partir de co-marquages anti-GFP, anti-PV, anti-
NeuN chez des souris K.

Population du cortex (bande) GFP+ Pourcentagesmoyens (%)  SEM (%)
% neurones GFP+ 31.84 +1.09
% neurones PV+ 9.20 +0.46
% neurones GFP+ exprimant aussi laPV  7.76 +0.74
% neurones seulement GFP+ 92.24 +0.74
% neurones PV+ exprimant aussi la GFP  14.72 +1.50
% neurones seulement PV+ 85.28 +1.50

Tableau B | Pourcentages moyens de neurones de la couche GFP+ du cortex exprimant
la GFP et/ou la PV, obtenus par comptages cellulaires a partir de co-marquages anti-
GFP, anti-PV, anti-NeuN chez des souris KI.
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ANNEXE 2 :
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Expression du canal Cav3.2-GFP et de la PV dans I’APN de souris issues du croisement
KIxPVcre.

(A) Marquages anti-GFP (vert) et anti-PV (rouge) dans I’APNde souris issues du croisement
KIxPVcre observés en microscopie confocale aux objectifs 20X (Al) et 63X (A2). Barre
d’échelles en Al : 100um ; en A2 : 30pum

(B) Diagramme des pourcentages de recouvrement des populations Cav3.2-GFP+ et PV+
chez des souris KI-Cav3.2-eGFPflox natives ou croisées avec des souris PV-Cre

(n=2 males et 2 femelles de P33 & P75)
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CONTROLE NEGATIF DE L'EXPRESSION DU CANAL CAV3.2-GFP DANS LES NEURONES
PV+ DELAPN

Population de I’APN Pourcentages moyens (%) SEM (%)
% neurones GFP+ exprimant aussi la PV 81.42 +3.30
% neurones seulement GFP+ 18.68 +3.30
% neurones PV+ exprimant aussi la GFP 48.23 +4.17
% neurones seulement PV+ 51.77 +4.17

Pourcentages moyens de neurones de la couche GFP+ du cortex exprimant la GFP et/ou
la PV chez des souris issues du croisement KIxPVcre, obtenus par comptages cellulaires
a partir de co-marquages anti-GFP, anti-PV, anti-NeuN.
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ANNEXE 3 : CONTROLE NEGATIF DE L'EXPRESSION DU CANAL CAV3.2-GFP DANS LES
NEURONES PV+ DU NRT

.. {

-. g

Expression du canal Cav3.2-GFP et de la PV dans le nRT de souris issues du croisement
KIxPVcre.

Marquages anti-GFP (vert) et anti-PV (rouge) dans le nRT de souris issues du croisement
KIxPVcre observés en microscopie confocale aux objectifs 20X (A) et 63X (B). Barre
d’échelle : 30um pour toutes les images.

(n=2 males et 2 femelles de pP33 a P75)
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RESUME PROJET 2: CONNECTIVITE INTERLAMINAIRE DU CORTEX
SOMATOSENSORIEL PRIMAIRE CHEZ LE RONGEUR

La perception consciente du monde extérieur repose sur la coordination spatiotemporelle de
I’activité des neurones des aires corticale sensorielles primaires. L’une des caractéristiques
principales des aires corticales sensorielles primaires chez les mammiféres est leur
organisation laminaire en six couches au sein desquelles les neurones ont des tailles, des
morphologies et des densités caractéristiques. Des travaux pionniers ayant permis la
reconstruction de I’arborisation dendritique et axonale de neurones excitateurs du cortex
visuel dont les champs récepteurs ont été préalablement caractérisés a conduit a I’hypothese
d’un traitement sériel de I’information sensorielle au travers des différentes couches. D’abord
au niveau de la couche IV, cible principale des afférences thalamiques qui acheminent les
informations sensorielles au niveau du cortex. Ensuite, au niveau des couches II/111
superficielles, fortement innervées par les neurones excitateurs de la couche IV. Et enfin, par
les neurones pyramidaux de la couche V qui sont innervés par les cellules pyramidales
glutamatergiques des couches superficielles et qui projettent vers des structures sous-
corticales impliquées dans I’action, telles que le striatum, les colliculi ou la moélle épiniére.
Cependant, des études anatomiques ultérieures ont mis en évidence des afférences
thalamiques directes au niveau de la couche V. Par ailleurs, plusieurs groupes ont montré que
les neurones de la couche V peuvent étre activés par des stimulations sensorielles malgré la
Iésion ou I’inactivation pharmacologiques des couches superficielles. Ainsi, le rdle de la
connexion interlaminaire entre les neurones des couches I1/111 et les neurones de la couche V
est largement débattu.

Dans ce contexte, nous avions un double objectif: caractériser d’une part les
proprietés fonctionnelles de la connectivité entre les neurones pyramidaux des couches I11/111
et ceux de la couche V, et d’autre part I’impact du recrutement des neurones des couches I1/111
sur les réponses sensorielles évoquées dans les neurones de la couche V. Pour ce faire, nous
avons utilisé une technique d’électroporation in utéro permettant d’induire I’expression d’une
opsine activatrice (la Channel-Rhodopsine de type 2; ChR2) ou d’une opsine inhibitrice
(Archae-Rhodopsine de type 3 ; ArchT3.0) spécifiquement dans les neurones pyramidaux des
couches I1/111 dans une région qui englobe le cortex somesthésique chez la souris.

En procédant a des enregistrements intracellulaires sur des tranches de cortex
somesthésique, j’ai d’abord montré que les opsines transfectées par électroporation in utero
sont fonctionnelles. J’ai en particulier montré que les neurones transfectés par la ChR2 étaient
capables d’émettre des potentiels d’action de maniére temporellement précise en réponse a
des faisceaux lumineux bleus (470 nm) de 5 ms. Par ailleurs, la fiabilité de I’occurrence des
potentiels d’action par créneau de lumiére est inchangée lors de trains de photostimulation
allant de 3 a 30Hz. Jai également montré que les neurones transfectés par ArchT 3.0
présentaient des hyperpolarisations réversibles et temporellement précises en réponse a des
faisceaux lumineux verts (530 nm) d’une seconde. Cette hyperpolarisation, de I’ordre de 30
mV, supprimait totalement la décharge tonique évoquée par I’injection d’un créneau de
courant dépolarisant dans tous les neurones enregistrés.
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Dans un deuxiéme temps, j’ai étudié la nature des courants évoqués dans les neurones
pyramidaux de la couche V lors de la photo-stimulation des neurones pyramidaux des couches
II/111. En procédant a des enregistrements de type patch-clamp en configuration potentiel
impose, j’ai montré que la photostimulation des neurones des couches superficielles évoque
un courant post-synaptique excitateur (CPSE) suivi d’un courant post-synaptique inhibiteur
(CPSI). La différence de latence entre les deux courants est de I’ordre de 2 ms et les CPSIs ne
sont plus évoqués en présence d’antagonistes de la transmission glutamatergique, ce qui
indique que I’inhibition est recrutée de maniere di-synaptique. Ce résultat est corrélé a
I’observation d’une forte excitation des neurones non-pyramidaux de la couche V de type
fast-spiking, présumés inhibiteurs. Par la suite, j’ai étudié comment le recrutement de ces
deux conductances impacte le potentiel de membrane des neurones pyramidaux de la couche
V en fonction de la fréquence de photo-stimulation des neurones pyramidaux des couches
II/111. En procédant a des enregistrements en mode courant imposé, j’ai montré que pour des
fréquences allant de 3 a 30 Hz, I’activité des neurones des couches superficielles a un impact
excitateur net sur I’activité des neurones des couches profondes. .

Des travaux menés en parallele chez des animaux anesthésies et éveillés, ont permis de
montrer que le recrutement des neurones pyramidaux des couches 11/111 augmente le gain des
réponses sensorielles évoquées par des stimulations tactiles au niveau des neurones de la
couche V.
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