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Les mammifères nouveau-nés sont continuellement exposés à des stimulations tactiles.  

Les contacts physiques, qu’ils soient offerts au moment de l’allaitement ou lorsque les individus 

se blottissent les uns contre les autres, sont indispensables au développement du système 

nerveux central (SNC). Par exemple, un contact direct de « peau-à-peau » entre un nouveau-né 

prématuré et la mère ou le père pendant une à plusieurs heures quotidiennes est une technique 

couramment utilisée aujourd’hui dans les services de néonatalogie pour favoriser, entre autre, le 

bon développement de l’enfant (Moore et al., 2012). Par ailleurs, des études de privation 

maternelle réalisées chez le rongeur ont montré que l’absence de contact entre la mère et sa 

progéniture pendant quelques heures chaque jour entraine chez cette dernière le développement 

de troubles cognitifs, en particulier de l’anxiété et des troubles de la mémoire et de 

l’apprentissage (van Oers et al., 1998 ; pour revue Tractenberg et al., 2016). Au cours de ces 

trente dernières années, des études ont montré que le développement du SNC est influencé par 

des stimuli tactiles en provenance de la périphérie du corps (Levine, 1994; Liu et al., 2000; van 

Oers et al., 1998). Ceci serait probablement dû à la sensibilité accrue des nouveau-nés. En effet, 

les réflexes cutanés induits par une stimulation tactile chez le nouveau-né sont exagérés et diffus, 

contrastant ainsi avec la réponse plus spécifique observée chez l’adulte (Andrews and Fitzgerald, 

1994; Fitzgerald and Jennings, 1999; Marsh et al., 1999a).  

Avant les années 80, on pensait que les nouveau-nés ne ressentaient pas la douleur du fait 

de l’immaturité de leur système nerveux. C’est ainsi que certaines opérations chirurgicales 

nécessitant l’ouverture du thorax étaient réalisées chez des nouveau-nés prématurés sans 

anesthésie en dehors de l’administration de curare, un myorelaxant utilisé pour simplifier le 

travail du chirurgien. Heureusement, grâce aux travaux de quelques figures majeures de la 

reconnaissance de la douleur de l’enfant, on sait aujourd’hui que la douleur est déjà présente chez 

l’enfant avant même sa venue au monde. De plus, non seulement un nouveau-né ressent la 

douleur, mais il la ressent de façon beaucoup plus violente que chez l’adulte. En effet,  une 

stimulation nociceptive provoque un réflexe de protection particulièrement important chez le 

nouveau-né par rapport à l’adulte (pour revue Fitzgerald, 2005). 

Ainsi, il existe chez le nouveau-né une période au cours de laquelle les stimulations 

cutanées, qu’elles soient de natures tactiles ou nociceptives, induisent des réponses 

comportementales différentes de celles qui sont observées chez l’adulte. Pour bien comprendre 
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sur quoi reposent ces différences de sensibilité, il est nécessaire d’en appréhender l’ensemble des 

composants.  

Le premier chapitre de cette thèse sera tout d’abord consacré à la sensibilité douloureuse 

chez l’adulte et au cours du développement. Puis, nous nous intéresserons à l’embryogenèse du 

système nerveux et à la maturation des relais de l’information sensitive : la moelle épinière et le 

complexe sensitif du trijumeau. Une troisième partie détaillera le développement des connexions 

sensorielles centrales et des voies descendantes sérotoninergiques. Et enfin une dernière partie 

sera consacrée au développement phénotypique, morphologique, et physiologique des neurones 

sensoriels des couches superficielles. 

Les différents travaux réalisés au cours de ma thèse seront détaillés dans les second et troisième 

chapitres, et seront suivis d’une discussion générale.  
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I. Introduction à la sensibilité douloureuse 

 

L’ IASP (International Association for the Study of Pain) donne une définition précise de 

la douleur : on appelle douleur « une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée à des 

lésions tissulaires réelles ou potentielles ou décrites en des termes évoquant de telles lésions ». La 

nociception constitue l’ensemble des mécanismes physiologiques permettant la détection d’un 

stimulus potentiellement dommageable pour les tissus.  

1.1 Pluralité de la douleur 

La douleur peut-être considérée comme une entité hétérogène tant elle est décrite selon 

sa cause, ses caractéristiques temporelles, ou encore sa localisation.  

1.1.1 Classification des douleurs selon la cause 

La « douleur adaptée » ou « douleur nociceptive » est déclenchée par la stimulation des 

nocicepteurs répondant spécifiquement aux stimuli de haute intensité, qu’ils soient mécaniques, 

thermiques, chimiques ou électriques (Woolf and Ma, 2007). Cette douleur est définie comme 

une douleur informative puisque sa finalité est d’induire une réaction physique, par exemple un 

reflexe de retrait, en vue de protéger l’intégrité de l’organisme. Cette douleur apparaît donc en 

réponse à un stimulus nocif et cesse lorsque celui si s’arrête. 

Mais parfois, des douleurs sont déclenchées par des stimuli de faible intensité qui, en condition 

physiologique, sont peu ou pas perçus comme douloureux : on parle de « douleurs 

 inadaptées ». Le terme « allodynie » est employé pour décrire une douleur induite par une 

stimulation normalement indolore. L’hyperalgésie, quant à elle, correspond à une douleur 

intense induite par une stimulation nociceptive de faible intensité qui va alors provoquer une 

réponse exagérée (Bennett et al., 2006). L’allodynie et l’hyperalgésie sont les acteurs clé de 

l’adaptation du SNC face à une lésion. Elles concernent trois types de douleur : inflammatoire, 

neuropathique et idiopathique. 

La douleur inflammatoire est liée à une lésion tissulaire induisant une réaction inflammatoire. 

L’expression de cette douleur encourage l’individu à protéger le tissu lésé pour faciliter la 

cicatrisation. En effet, le système nerveux s’adapte en abaissant localement les seuils de sensibilité 

nociceptive, facilitant ainsi une réponse de défense pour protéger le tissu d’une éventuelle 

aggravation de la lésion 
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La douleur neuropathique est une douleur induite par une lésion ou une maladie affectant le 

système nerveux. Elle apparaît au niveau périphérique dans le territoire innervé par la structure 

lésée, mais n’a ni un rôle de protection, ni de réparation du tissu périphérique et ne favorise pas 

non plus la guérison (Costigan et al., 2009). La douleur neuropathique survient dans des 

contextes cliniques variés tels que des traumatismes mécaniques, des chimiothérapies, une 

infection, ou encore une invasion tumorale, parmi d’autres exemples (Costigan et al., 2009). De 

plus, les douleurs neuropathiques se caractérisent par une diversité d’expression sur le plan 

sémiologique : les patients peuvent évoquer des douleurs spontanées continues (brûlures, 

sensations douloureuses au froid, etc), ou paroxystiques (décharge électrique, coups de couteau).  

Enfin, la douleur idiopathique est une douleur dont les causes sont encore mal expliquées 

(Costigan et al., 2009), puisqu’elle apparaît en l’absence de stimulus nociceptif, d’inflammation ou 

de lésion identifiable. Dans la plupart des cas, on ignore ce qui provoque la manifestation ou la 

persistance de la douleur. Cependant, tout comme les douleurs inflammatoires et 

neuropathiques, la douleur idiopathique peut entrainer des phénomènes d’hyperalgésie et 

d’allodynie. 

1.1.2 Classification des douleurs selon la durée 

En plus d’une sémiologie relative à sa cause, la douleur peut-être décrite selon sa durée.  

Comme l’indique son appellation, la douleur aigüe dure généralement quelques secondes à 

quelques minutes. Il s’agit d’un symptôme déclenché par le système nerveux pour alerter 

l'ensemble de l'organisme qu’un stimulus, qu’il soit thermique, chimique ou mécanique, porte 

atteinte à l’intégrité du corps. Mais parfois la douleur se prolonge. Dans une certaine mesure, une 

douleur prolongée peut-être vue comme une extension du processus normal de cicatrisation 

après une lésion tissulaire ou nerveuse afin de protéger le tissu affecté. Par exemple, un coup de 

soleil ou une coupure rendent la peau hypersensible. Cependant, lorsqu’une douleur perdure 

dans le temps, qu’elle devient persistante ou récurrente, elle perd sa finalité de signal d’alarme et 

devient en quelque sorte inutile et nuisible pour l’individu. On parle dans ce cas de douleur 

chronique. En général, le point de bascule entre la douleur aigüe et la douleur chronique est 

considéré à 3 mois. Les douleurs chroniques sont fréquemment recensées chez les patients 

souffrant d’un cancer, de fibromyalgie, de névralgie, d’arthrite ou encore de diabète. Dans de 

nombreux cas la perception de la douleur est alors altérée, incluant de l’hyperalgésie, de 

l’allodynie et des douleurs spontanées (Sandkühler, 2009).  

I. Introduction à la sensibilité douloureuse 
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1.1.3 Les douleurs trigéminales 

La région orofaciale se distingue du reste du corps par des particularités anatomiques. En 

effet, les lèvres et la langue possèdent une densité de récepteurs périphériques plus grande que 

partout ailleurs dans le corps. De plus, tandis que les informations sensorielles en provenance du 

corps transitent par la moelle épinière avant d’être traitées au niveau cérébral, les récepteurs 

périphériques de la sphère orofaciale envoient les informations sensorielles au niveau du tronc 

cérébral, dans le complexe sensitif du trijumeau. 

Les douleurs inflammatoires trigéminales sont liées à la stimulation excessive des nocicepteurs 

par les médiateurs libérés au cours du processus inflammatoire. C’est ainsi que sont déclenchées 

la plupart des douleurs bucco-dentaires.  

Les douleurs neuropathiques trigéminales sont secondaires à une lésion du système nerveux 

périphérique provoquée par exemple par un traumatisme (fractures, plaies), par un acte 

chirurgicale, ou par une infection (herpès, zona), ou du système nerveux central (accident 

vasculaire, pathologie affectant le SNC telle que la sclérose en plaque) (Dallel and Voisin, 2001).  

Sur le plan clinique, l’allodynie est le symptôme qui accompagne la plupart des douleurs buccales 

aigues ou inflammatoires de l’adulte, et souvent, elle accompagne les pathologies chroniques 

trigéminales telles que la névralgie essentielle du trijumeau, les névralgies post-traumatiques et 

post-zostériennes, l’algie faciale idiopathique persistante, ou encore l’algie vasculaire de la face et 

les migraines (Woda and Pionchon, 2001). Les douleurs trigéminales sont parmi les plus 

douloureuses et les plus invalidantes, et sont extrêmement difficile à traiter. Actuellement, leur 

traitement repose pour l’essentiel sur l’utilisation d’antidépresseurs et d’antiépileptiques, dont 

l’efficacité modeste est variable, additionnée d’effets secondaires considérables. 

 

1.2.  Le paradoxe de la sensibilité douloureuse chez le jeune 

De nombreux travaux, chez l’Homme comme chez l’animal, ont montré que la sensibilité 

à la douleur chez le jeune est différente de celle de l’adulte. En effet, la réponse à une stimulation 

douloureuse aigüe est exagérée chez le nouveau-né par rapport à l’adulte (pour revue Fitzgerald, 

2005), et pourtant nous allons voir que l’apparition des symptômes douloureux chroniques se fait 

tardivement au cours du développement.  

Chez l’Homme, il semblerait que les douleurs neuropathiques se produisent plus tardivement 

chez les enfants et avec une incidence moindre que chez les adultes. Par exemple, une avulsion 

I. Introduction à la sensibilité douloureuse 
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du plexus brachial, qui provoque des douleurs neuropathiques sévères chez l’adulte, ne provoque 

pas de douleur neuropathique quand elle survient à la naissance (Anand and Birch, 2002). Une 

autre étude réalisée sur une cohorte d’une cinquantaine d’enfants victimes d’une lésion nerveuse 

au niveau des membres supérieurs a montré qu’il n’y avait pas de douleur neuropathique ni 

d’allodynie chez les enfants âgés de moins de cinq ans, et que des douleurs spontanées 

chroniques se développaient seulement chez les enfants âgés d’au moins 12 ans au moment de la 

lésion (Atherton et al., 2008). Par ailleurs, les douleurs trigéminales sont extrêmement rares chez 

les jeunes (Bender et al., 2011; Egemen et al., 2012). Par exemple, il a été rapporté que les 

névralgies trigéminales affectent 1 personne sur 25 000, et que 1 % de ces patients ont moins de 

20 ans (Grazzi et al., 2005). 

 

Chez l’animal, la sensibilité à la douleur chez le jeune est également bien différente de 

celle de l’adulte. Même si le nouveau-né répond aux stimuli douloureux, le seuil de sensibilité est 

plus bas (pour revue Fitzgerald, 2005), la susceptibilité aux traitements est différente (Marsh et 

al., 1999a, 1999b) et l’expression des symptômes varie en fonction du modèle de douleur et du 

moment de la lésion (pour revue Fitzgerald, 2005). Par exemple, une ligature du nerf spinal 

lombaire chez le rat nouveau-né entraine une allodynie dès la deuxième semaine postnatale, or 

cette allodynie est temporaire puisqu’elle disparaît rapidement. En revanche, lorsque la lésion est 

réalisée plus tardivement, à 3 semaines postnatales, l’allodynie devient persistante (Lee and 

Chung, 1996). Les auteurs concluent en suggérant que les mécanismes indispensables à 

l’apparition et au maintien des douleurs neuropathiques se mettent en place entre la 2e et la 3e 

semaine postnatale. Cette conclusion a par la suite été appuyée par plusieurs études qui toutes 

aboutissent au fait qu’une allodynie induite par une lésion nerveuse devient persistante seulement 

lorsque la lésion est réalisée à partir de la troisième semaine postnatale (Howard et al., 2005; 

McKelvey et al., 2015; Moss et al., 2007; Vega-Avelaira et al., 2012). 

 

Il semble donc que les mécanismes d’intégration et de traitement des stimulations sensorielles, 

qu’elles soient tactiles ou nociceptives, sont loin d’être achevés à la naissance de l’individu. Dans 

la suite de cette introduction, nous allons nous intéresser au développement du cerveau et des 

structures-relais de l’information sensorielle : la moelle épinière et le complexe sensitif du 

trijumeau, et ceci du stade embryonnaire jusqu’au stade mature. 
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II. Embryogenèse et maturation de la moelle épinière et du complexe 

sensitif du trijumeau 

 

 

La mise en place du système nerveux central est un mécanisme relativement bien conservé 

entre les différentes espèces vertébrées et survient très tôt au cours du développement 

embryonnaire. 

2.1. Les grandes lignes de l’embryogenèse du système nerveux central 

2.1.1 Du disque embryonnaire à la neurulation 

Trois semaines après la fécondation, l’embryon humain a la forme d’un disque plat 

entouré du sac vitellin qui permet de le nourrir au début de son développement, et du sac 

amniotique qui le protège des vibrations et des chocs extérieurs. Ce disque est formé de trois 

couches de cellules distinctes (Fig. 1). L’un, l’endoderme, va donner naissance à la paroi des 

organes internes (i.e les viscères) ; un autre, le mésoderme, donnera naissance aux os et aux 

muscles. Enfin, l’ectoderme va se différencier pour donner la peau et le système nerveux. A ce 

stade, le cerveau n’est donc qu’une simple couche aplatie de cellules que l’on appelle la « plaque 

neurale ». Puis cette plaque neurale va subir une transformation prodigieuse : les parois de la 

plaque vont se gonfler et s’épaissir formant un sillon neural (Fig. 1a), puis une gouttière neurale 

(Fig. 1b). Cet épaississement se fera si bien que les deux parois vont fusionner, pour former le 

tube neural qui se fermera à la manière d’une fermeture éclair à double sens tout le long de 

l’embryon, intervenant d’abord en son milieu puis antérieurement et postérieurement (Smith and 

Schoenwolf, 1997) (Fig. 1c). L’ensemble de ce processus est dénommé « la neurulation ». Les 

bourrelets de mésoderme de chaque coté du tube neural vont former les somites d’où dériveront 

les vertèbres et les muscles, ainsi que les tissus sous-jacents de la peau, le derme et l’hypoderme. 
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Durant la neurulation, des cellules situées au niveau ventral du tube neural vont former la 

plaque du plancher, et celles situées au niveau dorsal formeront la plaque du toit. D’autres 

cellules vont migrer de la région dorsale du tube neural pour former les crêtes neurales d’où 

dériveront, entre autre, les ganglions de la racine dorsale (DRG) (Fig. 2). En dessous du tube 

neural se développe également une structure cartilagineuse rigide mais flexible, la notochorde. La 

notochorde et la plaque du plancher ont la particularité de secréter la protéine inductrice et 

morphogène Sonic Hedgehog contrôlant l’identité des cellules du tube neural ventral (Tanabe 

and Jessell, 1996). Ce sont en quelque sorte le centre organisateur ventralisant du tube neural. Du 

coté opposé, la plaque du toit exprime une famille de protéines morphogénétiques osseuses 

A

Ectoderme

Mésoderme
Endoderme

Somites

Gouttière neurale

Tube neural

Figure 1 : Le processus de neurulation. La plaque neurale s’épaissie au
niveau du sillon neural (a) pour former une gouttière neurale (b) puis le tube
neural (c) entouré par des pairs de somites.
Schémas issus de Servier Medical Art. Photographies d’embryon de poulet au microscope
électronique adaptées de Smith et Schoenwolf (1997)

a.

b.

c.

Sillon neural
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(BMPs, Bone Morphogenetic Proteins) responsables de la différenciation des différentes catégories 

d’interneurones sensoriels constituant la corne dorsale spinale (Lee et al., 2000).  

La protéine Sonic Hedgehog et la famille des BMPs sont non seulement des acteurs 

indispensables au développement du tube neural, mais elles limitent également le développement 

aberrant du système nerveux. En effet, la morphogenèse du tube neural est affectée lorsque le 

niveau de BMPs est anormalement élevé ou réduit, conduisant à des malformations telles que la 

spina-bifida ou l’exencéphalie (Correia et al., 2007; Stottmann and Klingensmith, 2011). Les 

BMPs sont ainsi contrôlées par deux gènes, Noggin et Chordin, qui inhibent leur activité 

(Anderson et al., 2006). De la même manière, l’absence du gène codant pour la protéine Sonic 

Hedgehog entraine des syndromes polymalformatifs tels que la formation d’un bec-de-lièvre, une 

cyclopie et une malformation des membres (Chiang et al., 1996). 

Ainsi, Sonic Hedgehog et les BMPs sont des acteurs majeurs de la différenciation du tube neural, 

agissant à tous les niveaux rostrocaudaux, induisant le développement de la moelle épinière mais 

également de l’encéphale (Lumsden and Graham, 1995).  

 

 

Figure 2 : Deux catégories de signaux inductibles contrôlent la neurulation et la
différenciation des cellules. Sonic Hedgehog (SHH) dessine la partie ventrale du tube neural. Elle
est exprimée par la notochorde (N) et par la plaque du plancher (F). La famille des protéines
morphogénétiques osseuses (BMPs) élabore la partie dorsale du tube neural. Initialement, les BMPs
sont synthétisées par les plis de l’ectoderme, puis après la fermeture du tube, elles sont exprimées
par les cellules de la plaque du toit (R) et par la partie dorsale du tube neural.
Schémas issus de Tanabe et Jessel (1996)
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2.1.2 Le développement vésiculaire du système nerveux central 

Dans les secondes qui suivent la neurulation, les cellules nerveuses composant le système 

nerveux rudimentaire de l’embryon entament un processus de multiplication. Toutefois, 

l’étendue de la prolifération cellulaire n’est pas uniforme le long de l’axe rostrocaudal : certaines 

régions vont se développer de façon singulière pour donner les structures cérébrales spécialisées 

que l’on retrouvera chez l’individu mature.  

La première étape de la différenciation du système nerveux central est le développement de trois 

renflements au niveau rostral, que l’on appel les vésicules primitives : le prosencéphale, le 

mésencéphale, et le rhombencéphale, le reste du tube neural donnant lieu à la moelle épinière. 

Puis en seulement quelques jours, ces trois vésicules primitives se différencient à leur tour pour 

donner au total cinq vésicules : le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale, le 

métencéphale et le myélencéphale (Fig. 3).  

L’essentiel des structures dérivées de chacune de ces vésicules est décrit dans la table 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stade 3 vésicules

Prosencéphale

Mésencéphale

Stade 5 vésicules

Télencéphale

Mésencéphale
Diencéphale

Métencéphale

Myélencéphale

Rhombencéphale

Figure 3 : Le développement vésiculaire du système nerveux
central au cours de l’embryogenèse.

II. Embryogenèse et maturation de la moelle épinière et du Sp5C 



 
27 

 

Stade 3 vésicules Stade 5 vésicules Structures dérivées

Télencéphale

Cortex cérébral, formation 
hippocampique, ganglion de la 
base, amygdale, bulbe olfactif

Diencéphale
Thalamus, hypothalamus, rétine, 
nerfs optiques

Tegmentum (contenant entre autre 
la substance grise périaqueducale 
(PAG), l'aire tegmentale ventrale 
(ATV) et le raphé médian 
mésencéphalique) 
Tectum (contenant les tubercules 
quadrijumeaux ou colliculi 
supérieurs et inférieurs)

Métencéphale
Pont de Varol, cervelet, nerf 

trijumeau

Myélencéphale

Medulla oblongata ou bulbe 
rachidien contenant le complexe 

sensitif du trijumeau

Partie caudale du tube neural Partie caudale du tube neural Moelle épinière

Table 1-Principales subdivisions du système nerveux central embryonnaire et structures dérivées

Prosencéphale

MésencéphaleMésencéphale

Rhombencéphale
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2.1.3 La moelle épinière et le complexe sensitif du trijumeau  

2.1.3.1  Une origine embryonnaire distincte 

La tête est un concentré d’organes indispensables à la vie quotidienne permettant de 

s’alimenter, de respirer, ou encore de communiquer. Chez l’Homme, le visage a une composante 

émotionnelle majeure par l’image qu’il renvoie à soi-même et à autrui au travers des traits 

physiques et des émotions qu’il véhicule. Tout ceci pourrait expliquer une évolution différente du 

complexe sensitif du trijumeau par rapport à la moelle épinière. 

La moelle épinière dérive de la partie caudale du tube neural. Elle va être formée par l’élongation 

progressive de la plaque neurale (donc avant la formation du tube neuronal) selon une séquence 

rostro-caudale qui suit l’extension de l’axe du corps. L’élongation de la plaque neurale repose sur 

l’existence d’un pool de cellules progénitrices en intense prolifération au niveau de la plaque 

neurale caudale. Ces cellules vont alors peupler la plaque neurale entrainant ainsi son 

allongement (Mathis and Nicolas, 2000). Par la suite, la moelle épinière va se différencier en 

plusieurs segments cervicaux, thoraciques, lombaires et sacrés, du plus rostral au plus caudal.  

Contrairement à la moelle épinière, le bulbe rachidien, contenant le complexe sensitif du 

trijumeau, est issu du myélencéphale, lui-même issus de la prolifération d’un autre pool de 

progéniteurs cellulaires (Mathis et Nicolas, 2000). 

D’autre part, les ganglions sensoriels spinaux et le ganglion sensoriel trigéminal (ou 

ganglion de Gasser), qui contiennent respectivement les corps cellulaires des neurones sensoriels 

primaire de la moelle épinière et du complexe sensitif du trijumeau, ne dérivent pas des mêmes 

structures. Les premiers dérivent essentiellement des crêtes neurales, tandis que le ganglion de 

Gasser est issu de la fusion du ganglion ophtalmique et du ganglion maxillo-mandibulaire, eux-

mêmes issus des placodes neurogéniques trigéminales et des cellules des crêtes neurales (pour 

revue, Streit, 2004). Les cellules issues des placodes neurogéniques trigéminales constituent les 

neurones sensoriels qui innervent les régions cutanées les plus éloignées du ganglion de Gasser 

tandis que celles issues de la crête neurale constituent les neurones sensoriels et proprioceptifs 

des régions proximales par rapport au ganglion de Gasser (Shigetani et al., 2008).  
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2.1.3.2  La corne dorsale spinale et son développement postnatal 

Ainsi, dès la naissance, la moelle épinière est composée de différents segments rostro-

caudaux (cervicaux, thoraciques, lombaires et sacrés) (Fig. 4A1). Sur le plan dorso-ventral, elle 

présente une organisation laminaire, c'est-à-dire qu’elle est divisée en couches (Fig. 4B1). Au 

total, la substance grise de la moelle épinière est divisée en dix couches. Les couches I à VI 

composent la corne dorsale spinale (CDS) qui contient les corps cellulaires des neurones 

sensoriels centraux (Todd, 2010). Le reste constitue la zone intermédiolatérale et la corne 

ventrale qui contiennent les corps cellulaires des motoneurones (neurones moteurs).  
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Sp5C

I
II
III
IV
V

VI

Corne dorsale spinale

V3

V2
V1

A1 A2

B1 B2

Figure 4 : La moelle épinière et le complexe sensitif du trijumeau. A, Organisation de la moelle épinière (A1) sur le plan
rostrocaudal avec ses segments cervicaux, thoraciques, lombaires et sacrés. ; et du complexe sensitif du trijumeau (A2) dont le
sous-noyau caudal (Sp5C) fait partie (d’après Dallel et al., 2003). B, Coupes transversales de moelle épinière (B1) et de tronc cérébral
(B2) marquées avec un anticorps anti-NeuN sélectif des noyaux des neurones. Les lignes en pointillés délimitent les différentes
couches de la corne dorsale spinale et du Sp5C, selon la classification de Rexed.
Abréviations : Gr, noyau gracile ; cc, canal central
CDS issue et adaptée de Todd (2010). Coupe de tronc cérébrale issue des données du laboratoire.



 
30 

 
D’après des critères établis dans la littérature de la deuxième moitié du 20e siècle, 

notamment chez le chat par le neuroscientifique suédois Bror Rexed (1952) puis chez le rat par 

Molander en 1984, la délimitation des couches les plus superficielles est aisée. La couche I, 

surmontée de la substance blanche, contient une faible densité de neurones ayant pour la plupart 

un soma fusiforme. La couche II, que l’on appelle aussi substance gélatineuse, possède une densité 

de neurones plus importante que la couche I, et peut être divisée en couche II externe (IIe) et II 

interne (IIi) : la couche IIe contient une grande densité de petits interneurones, tandis que les 

interneurones de la couche IIi sont plus diffus. La limite ventrale de la couche IIi est identifiable 

par la présence en couche III d’interneurones légèrement plus larges. Les couches les plus 

profondes sont constituées d’interneurones de grande taille plus isolés, et leur délimitation est 

plus difficile à discerner. 

A la naissance (à P0), l’ensemble des couches superficielles I, IIe, et IIi sont clairement 

délimitées. L’architecture de ces couches va néanmoins subir de profondes modifications au 

cours des premières semaines après la naissance. En se basant sur les critères de délimitation des 

couches, Coimbra en 1986 et Lorenzo quelques années plus tard, décrivent une augmentation 

modérée de l’épaisseur de chacune des couches I, II et III au cours du développement (Coimbra 

et al., 1986; Lorenzo et al., 2008). En regardant de plus près la couche II, Coimbra et ses 

collaborateurs constatent que la couche IIe diminue en taille tandis que la couche IIi augmente 

considérablement. Avant P5, la couche IIi est plus fine que la IIe, puis elle devient de plus en 

plus épaisse jusqu’à P20, âge auquel la taille relative des couches les plus superficielles (I et II) est 

similaire à celle observée chez l’adulte. En revanche, les couches III à VI continuent de s’épaissir 

après P20 jusqu’à P60 (Lorenzo et al, 2008). 

 

2.1.3.3  Le Sp5C et son développement postnatal 

Comme nous l’avons abordé en début de cette introduction, le complexe sensitif du 

trijumeau constitue le premier relais au sein du SNC pour les informations sensorielles 

orofaciales. Il est divisé en deux noyaux : le noyau principal et le noyau spinal. Ce dernier se 

divise à son tour en trois sous-noyaux : le sous-noyau oral (oralis ou Sp5O), le sous-noyau 

interpolaire (interpolaris ou Sp5I), et le sous-noyau caudal (caudalis ou Sp5C), respectivement du 

plus rostral au plus caudal (Fig. 4A2).  
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Le Sp5C présente une structure laminaire tout à fait similaire à celle de la CDS, à la 

différence près qu’il ne comporte que cinq couches (Kerr, 1970) (Fig. 4B2). En 1981, Gobel 

attribue d’ailleurs au Sp5C le nom de corne dorsale bulbaire (MDH, medullary dorsal horn) étant 

donné les similarités observées à l’époque entre la CDS et Sp5C (Gobel et al., 1981). Néanmoins, 

contrairement à la CDS de la moelle épinière, le Sp5C, est organisé selon une somatotopie 

médio-latérale bien définie. En effet, les territoires innervés par les branches ophtalmique (V1, 

innervation de la partie supérieure de la face), maxillaire (V2, innervation du tiers moyen jusqu’à 

la lèvre supérieur) et mandibulaire (V3, innervation de la partie inférieure de la face et remontant 

jusqu’à la bosse pariétale) du nerf trijumeau projettent de façon ordonnancée dans le Sp5C (Fig. 

4B2). 

Etant donné l’importance du Sp5C dans le traitement de l’information tactile et nociceptive 

en provenance de la sphère orofaciale, nous avons donc centré nos travaux sur cette région. 

Cependant, le Sp5C ayant longtemps été considéré comme le prolongement cervical de la moelle 

épinière, la plupart de nos connaissances sur le développement des connexions sensorielles, des 

voies descendantes et des neurones sensoriels, viennent d’études réalisées au niveau spinal, et qui 

plus est au niveau lombaire. Dans la suite de cette introduction, nous détaillerons donc ce 

développement sous le prisme de la CDS, en soulignant les différences, lorsqu’elles sont 

identifiées, avec le Sp5C.  
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III. Le développement des connexions sensorielles centrales et des voies 

descendantes 

 

3.1. Les protoneurones : premiers acteurs de la transmission sensorielle 

3.1.1 Différentes catégories de protoneurones  

Les protoneurones (ou neurones sensoriels primaires) transmettent aux neurones de la 

CDS ou du Sp5C les informations sensorielles détectées à la périphérie. Ce sont des neurones 

pseudo-unipolaires en T dont les corps cellulaires sont localisés dans les ganglions des racines 

dorsales (DRG, pour les racines spinales) ou dans les ganglions de Gasser (pour le nerf 

trijumeau). Chez l’adulte, on distingue plusieurs catégories de protoneurones (pour revue Zhang 

and Bao, 2006). Parmi eux, on retrouve les protoneurones de petit diamètre. Certains sont 

peptidergiques puisqu’ils expriment le peptide « Calcitonin gene-related peptide » (CGRP) et la 

substance P (SP), ainsi que le récepteur Tyrosine Kinase Receptor A (TrkA). De plus, ils sont 

sensibles au facteur de croissance « Nerve Growth Factor » (NGF). Environ 40% expriment le 

récepteur GFRα3 et le récepteur Ret tyrosin-kinase (RET) ayant pour ligands le facteur de 

croissance « Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor » (GDNF) et l’artemin, un facteur 

neurotrophique. D’autres petits protoneurones sont non peptidergiques et ont la caractéristique 

de fixer l’isolectine B4 (IB4). Ils expriment des composés glycoconjugués, comme les glycolipides 

ou les glycoprotéines et également les récepteurs GFRα1 et GFRα2, ainsi que le RET. Ils sont 

donc sensibles au GDNF et à la neurturin, un autre facteur trophique indispensable au 

développement et à la survie des neurones (Golden et al., 1999). 

On distingue également les protoneurones de diamètre plus large. Ils expriment le récepteur 

Tyrosine Kinase Receptor B (TrkB) sensible au facteur de croissance « Brain-Derived Neurotrophic 

Factor » (BDNF) et aux Neurotrophin-3 et 4 (NT-3 et NT-4) (Klein et al., 1991, 1992), tous 

impliqués dans la différenciation et la survie des cellules). Ces protoneurones expriment aussi le 

récepteur Tyrosine Kinase Receptor C (TrkC) activé uniquement par NT-3 (Kirstein and Fariñas, 

2002). 
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3.1.2 La différenciation des protoneurones au cours du développement 

Plusieurs facteurs de transcription déterminant le phénotype des protoneurones ont été 

identifiés (Fig. 5). En particulier, les gènes de détermination neuronale Neurogenin (Ngns) 

agissent comme un facteur de détermination et régulent l’expression du gène NeuroD (Neurogenic 

differenciation), indispensable à la différenciation du système nerveux lors de l’embryogenèse. Le 

gène Ngn1 est nécessaire pour le développement des neurones exprimant TrkA, tandis que 

Ngn2 favorise le développement des neurones exprimant TrkB et TrkC.  

 

De plus, les neurones du DRG expriment le facteur de transcription RunX (Runt-related 

transcription factor) indispensable au développement des neurones nociceptifs (Chen et al., 

2006). L’expression de RunX1 est restreinte aux neurones de petit diamètre exprimant TrkA, 

Progéniteurs
neuronaux

Ngn1 Ngn2

Développement 
embryonnaire

Précurseurs
du DRG

Développement 
postnatal
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de protoneurones

Marqueurs

Pro
ne

urs
ux
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RunX1
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SP, CGRP IB4, FRAP, P2X3 NF200

Figure 5 : Représentation schématique du développement des différents sous-types de
protoneurones en périodes embryonnaire et post-natale.
Inspirée et adaptée de Zhang and Bao, 2006
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tandis que RunX3 est exprimé par les neurones de large diamètre exprimant TrkB et C (Kramer 

et al., 2006). C’est d’ailleurs une modification de l’expression de ces facteurs de transcription qui 

orientera le développement d’un type de protoneurone plutôt qu’un autre. En effet, au cours du 

développement postnatal, l’expression persistante de RunX1 va entrainer une transition quant à 

l’expression de TrkA ou RET : l’expression de RunX1 va s’éteindre dans les neurones du DRG 

exprimant TrkA. De plus RunX1 est nécessaire pour supprimer l’expression des neuropeptides 

CGRP et substance P (pour revue Zhang and Bao, 2006). 

Le nombre de protoneurones évolue en deux phases : la première vague de neurogenèse 

concerne les neurones de gros diamètre TrkB et TrkC avec un pic à E14, suivie d’une deuxième 

vague concernant les neurones TrkA avec un pic à E15 (Kitao et al., 1996 ; pour revue Gascon 

and Moqrich, 2010) . De plus, la maturation des protoneurones semble se faire selon un gradient 

rostro-caudal puisque les protoneurones des DRG de la région cervicale apparaissent avant ceux 

de la région lombaire (Lawson and Biscoe, 1979). Le nombre final de protoneurones du DRG 

est déterminé par une balance entre neurogenèse et mort cellulaire, et leur survie est déterminée 

par un accès aux facteurs de croissance Neurotrophines (pour revues Kirstein and Farinas, 2002 ; 

Laquerrière, 2010). Le nombre de neurones du DRG augmente progressivement jusqu’à la 

naissance, puis il subi une phase de diminution de 15% au cours des premiers jours postnataux 

correspondant à l’innervation de la peau (Coggeshall et al., 1994). 

 

 

3.2 Le développement des voies sensorielles centrales 

Les protoneurones possèdent deux branches axonales (fibres), dont les terminaisons 

contactent pour l’une la périphérie, et pour l’autre les neurones de la CDS ou du complexe 

sensitif du trijumeau dans le tronc cérébral. Une fois détectés en périphérie, les stimuli sont 

transformés en messages électriques et acheminés au niveau central, via différents types de fibres 

sensorielles (Fig. 6A). On distingue les fibres Aβ, Aδ et C, en fonction de leurs caractéristiques 

morphologiques, moléculaires et électrophysiologiques (pour revue Cordero-Erausquin et al., 

2016) (Fig. 6B). Nous allons voir que chacune de ces fibres a un développement spatial et 

temporel qui lui est propre.  
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Fibre Aα Fibre Aβ Fibre Aδ Fibre C

Diamètre (μm) 13-20 6-12 1-5 0.2-1.5

Vitesse 
de conduction (m/s) 80-120 35-75 5-30 0.5-2

Information véhiculée Proprioception Méchanoception
Proprioception

Nociception (20%)

Thermoception
au froid

Douleur aigue

Thermoception
au chaud

Douleur soutenue
Chemoreception

Myéline

Figure 6: Anatomie et organisation fonctionnelle de la sensibilité tactile et
nociceptive. A. Illustration schématique des projections sensorielles proprioceptives
(bleu), tactiles (rouge) et nociceptives (vert) dans la moelle épinière. Les corps
cellulaires des neurones sensorielles sont localisés dans le ganglion de la racine dorsale
(DRG). Les afférences primaires cutanées se divisent en 5 groupes (corpuscules de
Pacini, corpuscules de Meissener, disques de Merckel, corpuscules de Ruffini et
terminaisons libres) (d’après Patapoutian et al, 2003) B, Classification des différentes
fibres sensorielles selon leurs propriétés .
Inspirée du livre « Neuroscience : Exploring the Brain, 3e edition, Pradel »

A

B
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3.2.1 Les fibres Aβ  

Les fibres Aβ ont un diamètre large (5 à 15 μm) et sont entourées d’une épaisse gaine de 

myéline. Elles transportent les informations tactiles non-nociceptives avec une vitesse de 

conduction de l’ordre de 36 à 72 m/s chez l’Homme (Lewin and Moshourab, 2004). D’un point 

du vue moléculaire, les fibres Aβ expriment une forme de neurofilament phosphorylé de 200 

KDa (NF200), et expriment spécifiquement le transporteur vésiculaire du glutamate de type 1 

(VGLUT1) (Todd et al., 2003). L’essentiel de ces fibres est impliqué dans la méchanoception 

(pression, forme, texture, vibration), mais également dans la proprioception en contactant le 

fuseau neuromusculaire (Zigmond, 1999). Cependant, il est à noter que 20 % des fibres Aβ 

spinales véhiculent de l’information nociceptive (Djouhri and Lawson, 2004). Chez l’adulte, les 

terminaisons centrales des fibres Aβ sont principalement retrouvées dans les couches IIi à V 

(Fig. 7)(Li et al., 2011; Neumann et al., 2008).  

Les fibres Aβ proviennent des protoneurones de large diamètre exprimant TrkB et TrkC. 

Le développement de ces fibres est relativement précoce au cours du stade embryonnaire. En 

effet,  elles sont déjà présentes à E13 à la frontière entre la future CDS et la racine dorsale spinale 

(Fig. 8). A E14, elles descendent dans le neuro-épithélium dorsal. Puis une partie de ces fibres va 

projeter dans les couches profondes de la CDS dès E15. Entre E17 et E18, le papillon 

caractéristique de la moelle épinière se dessine et les fibres projettent de plus en plus en zone 

ventrale. Et finalement, à E19, on observe du marquage des fibres Aβ partout dans la corne 

dorsale (Jackman and Fitzgerald, 2000). Ainsi, à la naissance, les fibres Aβ ont des terminaisons 

dans toutes les couches de la CDS (Pignatelli et al., 1989; Woodbury and Koerber, 2003). A ce 

stade, leurs terminaisons forment des connexions fonctionnelles avec les neurones immatures, 

comme en témoignent leurs réponses monosynaptiques à des stimulations à bas seuil et 

l’expression du marqueur d’activité c-fos (Jennings and Fitzgerald, 1996; Park et al., 1999). 

Progressivement, ces fibres Aβ vont ensuite se rétracter des couches superficielles, via un 

processus dépendant des récepteurs glutamatergiques de type NMDA (Beggs et al., 2002) et de 

l’activité des fibres C (Torsney et al., 2000) jusqu’à atteindre leur place définitive 21 jours après la 

naissance.  
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3.2.2 Les fibres Aδ 

Les fibres Aδ ont un diamètre inférieur aux fibres Aβ (1 à 5 μm) et sont faiblement 

myélinisées. Elles transmettent à la fois des informations non nociceptives et nociceptives, avec 

une vitesse de conduction comprise entre 5 et 30 m/s (Lewin and Moshourab, 2004). Elles 

peuvent être identifiés par leur expression du facteur NT-4 et du récepteur TrkB sensible au 

BDNF (Li et al., 2011). Elles expriment également le transporteur vésiculaire 2 du glutamate 

(VGLUT2) (Todd et al., 2003). Les fibres Aδ à bas-seuil répondent au pressions tactiles et aux 

variations de température (thermoception au froid) (Li et al., 2011). On les retrouve 

principalement dans les follicules pileux (D-hair). Les fibres Aδ à haut-seuil répondent aux 

stimuli mécaniques statiques de haute intensité (douleur aigue). Les projections centrales des 

fibres Aδ non nociceptives se retrouvent principalement dans les couches IIi et III (Li et al., 

2011), alors que celles des fibres Aδ nociceptives sont principalement localisées dans les couches 

I-IIe et V (Fig. 7)(Light and Perl, 1979; Woodbury and Koerber, 2003; Woodbury et al., 2008).  

L’arrivée des fibres Aδ au niveau central se fait tardivement au stade embryonnaire. En 

effet, elles pénètrent dans la CDS au niveau de la couche I à E19. Puis quelques heures vont 

suffire aux fibres Aδ pour aller former des contacts synaptiques au sein de la couche IIe (E19.5) 

puis dans la couche IIi (E20) (Fig. 8) (Fitzgerald, 1987).  

III. Le développement des connexions sensorielles centrales 

Figure 7 : Les projections ordonnancées des afférences primaires
au sein de la corne dorsale spinale chez l’adulte.
Figure tirée de West et al. (2015)
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3.2.3 Les fibres C  

Contrairement aux fibres C spinales qui représentent la grande majorité des fibres 

sensorielles des racines dorsales (70 à 80 %), la proportion de fibres C trigéminales est plus faible 

et correspond à environs 40% des fibres totales (Cadden and Orchardson, 2001). Les fibres C 

sont des fibres de petit diamètre (< à 1.5 μm) et n’ont pas de gaine de myéline. Elles véhiculent 

les messages avec une vitesse de conduction lente (de 0,5 à 2 m/s chez l’homme; Lewin and 

Moshourab, 2004). On distingue des fibres C nociceptives et des fibres C non nociceptives. 

Classiquement, les fibres C nociceptives se divisent en deux catégories : les fibres C 

peptidergiques, exprimant le récepteur TrkA sensible au NGF et contenant des neuropeptides 

tels que la SP, la galanine et le CGRP; et les fibres C non peptidergiques exprimant le récepteur 

au GDNF, le récepteur P2X à l’ATP (notamment la sous-unité P2X3) et possédant des sites de 

liaison à l’IB4 (Averill et al., 1995). Ces fibres nociceptives sont impliquées dans la perception 

d’une douleur soutenue et dans la thermoception au chaud (> 40°C) et au froid (< 10°C), ce qui 

en fait des récepteurs dits polymodaux (pour revue, Lewin et Moshourab, 2004). Il existe 

également des fibres C non nociceptives dites à bas seuil (C-LTMR) (Delfini et al., 2013 ; 

Reynders and Moqrich, 2015), activées par des stimulations tactiles douces, telle que la caresse 

(Liljencrantz and Olausson, 2014) ou lors d’une allodynie mécanique induite par une 

inflammation ou une lésion nerveuse (Seal et al., 2009). Il est intéressant de noter que les fibres 

C-LTMR représentent en moyenne 15 % des fibres au niveau du tronc, contre 30 % au niveau 

de la région sacrée qui innerve, entre autre, les parties génitales (Li et al. 2011). Les fibres C non 

nociceptives expriment la tyrosine hydroxylase (TH) et le transporteur vésiculaire du glutamate 

de type 3 (VGLUT3) (Seal et al., 2009 ; Li et al., 2011).  

D’un point de vue anatomique, les projections centrales des fibres C peptidergiques sont 

localisées principalement dans les couches I et IIe, avec quelques terminaisons dans la couche IIi 

(Fig. 7). Les terminaisons des fibres C non peptidergiques IB4 et les fibres C-LTMR sont 

principalement situées dans la couche IIi (Neumann et al., 2008 ; Seal et al., 2009 ; Li et al., 

2011). 

Toutefois, il peut exister des différences anatomiques entre les espèces animales. Notamment, 

chez le rat, les fibres IB4 projettent dans les couches IIe et IIi (Bailey and Ribeiro-da-Silva, 2006 ; 

Lorenzo et al., 2008), tandis que chez la souris les fibres IB4 projettent dans la couche IIe jusqu’à 

la moitié dorsoventrale de la couche IIi. Cette ségrégation des fibres IB4 indique que chez la 

souris, la couche IIi peut-être divisé en couche IIi ventrale et en couche IIi dorsale (Neumann et 

al., 2008).  
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De manière générale, les fibres C apparaissent plus tardivement que les fibres Aβ (Fig. 

8), mais leur développement est variable selon les marqueurs qu’elles expriment. Les fibres C 

peptidergiques qui expriment le CGRP apparaissent dans un premier temps dans la corne 

ventrale au niveau des motoneurones à E14, mais ne sont observées dans la CDS qu’à partir de 

E19 (Jackman and Fitzgerald, 2000).  

Les fibres C-peptidergiques qui expriment la SP apparaissent d’abord dans la partie ventrale de la 

CDS (couches V-VI) à E16 et sont ensuite observées dans les couches superficielles à partir de 

E20, leur densité augmentant bien au-delà de la naissance pour atteindre un profil d’expression 

mature chez l’adulte (Senba et al., 1982). Dans le Sp5C, une étude à montré qu’à la naissance, la 

SP comme son récepteur spécifique NK1, sont présents dans les couches I et II mais également 

dans les couches profondes (couches V-VI) Pendant la période postnatale, l’expression de la SP 

diminue drastiquement à la 2e semaine de vie pour finalement disparaître complètement des 

couches profondes à la 4e semaine postnatale, tandis que le récepteur NK1 reste présent dans ces 

couches. Ceci suggère que la libération de SP peut s’effectuer via d’autres fibres que les 

afférences primaires peptidergiques (Aita et al., 2005a).  

Les fibres C non-peptidergiques liant l’IB4 apparaissent dans les couches superficielles à E18 et 

vont former un véritable réseau de fibres localisées uniquement en couche II (Jackman and 

Fitzgerald, 2000).  

Dans une étude développementale réalisée au niveau de la CDS lombaire, Lorenzo et ses 

collaborateurs ont montré que la densité des fibres CGRP et IB4 évolue après la naissance. En 

effet, la taille du marquage IB4 et de CGRP diminue de près de la moitié entre la naissance et 60 

jours postnataux (Lorenzo et al, 2008). Cette diminution pourrait s’expliquer par la mort 

cellulaire des neurones du DRG en période néonatale associée à une élimination des axones 

(Coggeshall et al., 1994).  

De plus, même si les fibres C sont présentes à la naissance, cela ne signifie pas qu’elles sont 

opérationnelles. En effet, leur stimulation n’induit pas de décharge de potentiel d’action dans les 

neurones de la CDS avant 10 jours après la naissance (Jennings and Fitzgerald, 1998). Il semble 

donc que la maturation fonctionnelle des synapses des fibres C soit tardive et s’effectue au cours 

des premières semaines postnatales.  
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Figure 8 : Le développement des afférences primaires au sein de la corne dorsale spinale chez
l’embryon. A, Chronologie des événements relatifs à la maturation des différentes afférences sensorielles.
B, Représentation schématique de l’organisation de la corne dorsale spinale à la naissance.
Abréviations : CDS, corne dorsale spinale ; CVS, corne ventrale spinale, DRG, Ganglion de la racine dorsale ; SB, substance
blanche
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3.3. Le développement des contrôles descendants de la douleur : focus sur la sérotonine 

En plus d’être sous contrôle des afférences sensorielles, les circuits nociceptifs centraux 

(spinaux et du sp5C) sont sous contrôle des voies descendantes. Ces voies en provenance de 

différentes structures cérébrales (le cortex, l’hypothalamus, l’amygdale, le noyau cunéiforme, le 

noyau rouge, la substance noire, etc.) peuvent inhiber ou au contraire faciliter la transmission du 

message nociceptif au cerveau. Un des systèmes de modulation de la douleur le plus décrit dans 

la littérature passe par la substance grise périaqueducale (SGPA), et la région rostrale 

ventromédiale de la medulla (RVM) (pour revue West et al., 2015; Schwaller et al., 2016) (Fig. 9). 

Cependant d’autres structures comme le locus coeruleus ou encore le raphé projettent dans les 

couches superficielles et sont aussi impliquées dans cette modulation, via la libération de 

plusieurs neuromodulateurs dont la noradrénaline, la dopamine et la sérotonine (Fields et al., 

1977; Abdallah et al., 2015; Lapirot et al., 2011 ; pour revue West et al., 2015). Etant donné le 

contenu expérimental de cette thèse, nous n’aborderons dans cette partie que le système 

sérotoninergique et son récepteur 5-HT2A.  

III. Le développement des voies descendantes sérotoninergiques 

Figure 9 : Les contrôles descendants impliquant la substance grise
périaqueducale.
Abréviations : CIDN, contrôles inhibiteurs diffus par stimulation nociceptive ; Th, thalamus ; Amy,
amygdale ; VMH, hypothalamus ventro-médiane ; PAG, substance grise périaqueducale, PB, noyau
parabrachiale, RVM, medulla rostro-ventrale

Nociceptive
stimulus
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3.3.1 La sérotonine  

La sérotonine (5-HT) est un des neuromodulateurs les plus importants du système nerveux 

central. Elle est impliquée dans de multiples fonctions physiologiques et pathologiques, et 

notamment dans la douleur.  

Les neurones sérotoninergiques sont principalement situés dans la région du raphé et sont 

groupés en 9 noyaux (Dahlström and Fuxe, 1964). Les noyaux antérieurs du raphé (localisés dans 

le mésencéphale et le pont) sont composés de neurones dont les terminaisons sérotoninergiques 

aboutissent dans de nombreuses régions du cerveau antérieur, en particulier au niveau des 

structures limbiques impliquées dans les émotions (le cortex préfrontal, le septum, l'hippocampe, 

l'hypothalamus, le thalamus et les noyaux amygdaliens). Les fibres sérotoninergiques projetant 

dans la moelle épinière sont issues des noyaux du raphé localisé dans le bulbe rachidien et qui 

comprend trois régions: le raphe pallidus (B1), le raphe obscurus (B2) et le raphe magnus (B3) 

(Fig. 10) (Dahlström and Fuxe, 1964). Les terminaisons des axones sérotoninergiques ont été 

localisées longitudinalement dans tous les segments de la moelle épinière. Dans un plan coronal, 

les fibres issues des neurones du raphe magnus projettent essentiellement dans la corne dorsale 

(couches I et II), tandis que celles issues du raphe obscurus et pallidus projettent surtout dans les 

couches ventrales (VIII et IX), sur ou très près des motoneurones et dans la zone 

intermédiolatérale (Bowker et al., 1982; Skagerberg and Björklund, 1985).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Localisation des noyaux sérotoninergiques
dans le système nerveux central
Abréviations : B1: raphe pallidus; B2 : raphe obscurus; B3 : raphe
magnus; FMA: faisceau médian antérieur
(Dahlström & Fuxe, 1964)
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Il existe deux grands types de récepteurs membranaires sérotoninergiques: d'une part les 

récepteurs couplés à des protéines G (métabotropiques) qui modulent les activités cellulaires via 

la production d'un second messager et d’autre part un récepteur de type canal ionique 

(ionotropique) qui dépolarise rapidement la cellule en permettant le passage des cations. 

Actuellement, les récepteurs sérotoninergiques sont divisés en 7 groupes, eux-mêmes subdivisés 

en 15 sous-groupes dont certains ont été particulièrement impliqués dans la modulation de la 

douleur (voir revue Bardin, 2011). Parmi eux, le récepteur 5-HT2A va nous intéresser plus 

particulièrement. Ce récepteur est un récepteur métabotropique couplé à une protéine Gq-11 

(Hannon and Hoyer, 2008). Son activation par la sérotonine entraine celle de la phospholipase C 

(PLC) qui hydrolyse le phostphatidylinositol-diphosphate (PIP2) membranaire. L’inositol 

triphosphate (IP3) alors produit, déclenche la mobilisation des stocks de calcium cellulaire. Le 

calcium et le diacylglycérol (DAG) vont entraîner à leur tour l’activation de cPKCs (Fig. 11).  

Ce récepteur est situé majoritairement sur des interneurones de type excitateur (Wang et al., 

2009) et est localisé principalement dans la couche IIi de la CDS (Doly et al., 2004) et du Sp5C 

(Fay and Kubin, 2000).  

 

Figure 11 : Voie de signalisation impliquant les récepteurs 5-HT2A.
Abréviations : GTP, guanosine triphosphate , GDP, guanosine diphosphate ; PLC, phospholipase C ; PIP2,
phosphatidylinositol-diphosphate ; IP3, inositol triphosphate ; DAG, diacylglycerol ; Ca++, calcium ; cPKCs,
protéine kinase C conventionnelles
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3.3.2 Le rôle de la sérotonine et des récepteurs 5-HT2A dans la douleur 

La 5-HT a un effet extrêmement complexe sur la douleur. Au niveau du système nerveux 

périphérique, elle est libérée par les mastocytes, les plaquettes et les cellules endothéliales 

(chromaffines) en réponse à une lésion, et elle aurait plutôt un rôle pronociceptif (pour revue 

Bardin, 2011). En revanche, au niveau du système nerveux central, la 5-HT va être parfois 

pronociceptive ou au contraire antinociceptive. Par exemple, une stimulation électrique du raphé 

magnus va avoir un effet antinociceptif dans différents modèles de douleur aigüe ou chronique 

(Le Bars, 1988 ; Yaksh, 1999). A l’inverse, la diminution de la 5-HT, due à la suppression de son 

transporteur sur des souris knock-out 5-HTT-/-, va provoquer une augmentation de l’allodynie 

mécanique sur un modèle de douleur neuropathique (Vogel et al., 2003). La sérotonine a donc, 

dans ce cas, un effet pronociceptif. De nombreuses autres études ont été réalisées depuis 

maintenant plusieurs années (Bardin, 2011) et lèvent le voile sur toute la complexité des effets de 

la sérotonine sur la douleur. Ces effets vont varier en fonction 1) de la localisation de la lésion 

(système nerveux central ou périphérique), 2) du modèle utilisé (modèle de douleur 

inflammatoire, ou neuropathique par exemple), 3) de la région étudiée (céphalique ou 

extracéphalique) ou encore 4) des récepteurs activés via l’utilisation d’agonistes ou d’antagonistes 

plus ou moins spécifiques. 

Parmi les récepteurs à la 5-HT, les récepteurs 5-HT2A jouent un rôle majeur dans la 

modulation de la douleur, même si des effets contradictoires ont aussi été observés. Par exemple, 

l’utilisation d’un agoniste des récepteurs 5-HT2A/2C induit un effet antinociceptif sur des rats 

qui ont subi une ligature du nerf sciatique (Obata et al., 2001, 2002) ou sur des rats atteint de 

neuropathie diabétique (Pichon et al., 2010), tandis que ce même agoniste va avoir un effet 

pronociceptif après injection de formaline dans la patte (Kjørsvik et al., 2001). De même, 

l’activation du récepteur 5-HT2A par la 5-HT endogène supprime l’hyperalgie mécanique induite 

par l’injection de carragénine chez le rat (Wattiez et al., 2013), alors qu’une injection épidurale 

d’un antagoniste des récepteurs 5-HT2A, inhibe l’hyperalgésie mécanique chez des rats 

neuropathiques (Van Steenwinckel et al., 2008; Thibault et al., 2008). En ce qui concerne 

l’allodynie, les souris invalidées pour le récepteur 5-HT2A ne développent pas d’allodynie après 

injection de formaline dans la patte (Kayser et al., 2007) , et, une injection épidurale d’un 

antagoniste des récepteurs 5-HT2A inhibe l’allodynie chez des rats neuropathiques (Van 

Steenwinckel et al., 2008; Thibault et al., 2008). Dans ces exemples, le récepteur 5-HT2A exerce 

alors une action pro-algique.  
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Enfin, sur des lésions périphériques localisées dans la région orofaciale, leur activation a un effet 

plutôt pronociceptif (Okamoto et al., 2005, 2006).  

Au niveau central, l’existence de ces récepteurs dans le Sp5C a bien été observée (Fay and Kubin, 

2000), et la seule étude qui se soit intéressée à leur implication dans les douleurs orofaciales a 

montré que l’administration intracisternale de DOI (agoniste non spécifique des récepteurs 5-

HT2A) chez des rats ayant reçu une injection de formaline dans le muscle masséter, diminuait 

leur comportement douloureux (Okamoto et al., 2007).  

 

3.3.3 La maturation des voies descendantes sérotoninergiques et  

des récepteurs 5-HT2A 

Chez le rongeur, les neurones qui expriment la 5-HT sont parmi les premiers à être 

formés pendant le développement et apparaissent avant l’établissement des synapses excitatrices 

glutamatergiques (Gaspar et al., 2003; Tanaka et al., 2006). On trouve les premiers corps 

cellulaires qui expriment la 5-HT entre E11 et E15 (Altman and Bayer, 1980a, 1980b). Les voies 

descendantes apparaissent ensuite progressivement et subissent de profonds remaniements 

pendant les stades embryonnaires, mais également pendant les premières semaines postnatales. 

Les premières fibres descendantes sérotoninergiques sont détectées dans la substance blanche de 

la moelle épinière cervicale autour de E13-E14, au niveau des segments lombaires rostraux vers 

E14/E15 et caudaux à la naissance (Lakke, 1997). Dans la substance grise, les premiers axones 

des voies descendantes sont visualisés d’abord dans la corne ventrale vers E16/E17, puis dans la 

corne dorsale à la naissance (Ballion et al., 2002; Bregman, 1987; Rajaofetra et al., 1989). 

Environs 10 jours après la naissance, l’innervation sérotoninergique est déjà dense mais elle 

continue d’augmenter pour atteindre une organisation et un degré d’expression adulte autour de 

21 jours postnataux. 

Même si à ce jour, aucune étude ne s’est intéressée au développement des récepteurs 5-

HT2A spécifiquement dans le Sp5C ou la CDS, l’ARN messager (ARNm) qui code pour ce 

récepteur est retrouvé dès la naissance en faible quantité dans les noyaux moteurs orofaciaux et 

en grande quantité dans la corne ventrale cervicale (Volgin et al., 2003). Puis, l’expression de 

l’ARNm va évoluer différemment selon la région : elle va augmenter au niveau des noyaux 

moteurs et diminuer au niveau spinal. 
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IV. Le développement phénotypique, morphologique et physiologique des 

neurones des couches superficielles de la corne dorsale  

 

Une fois détectés en périphérie, l’information sensorielle est acheminée vers les neurones 

de la CDS ou du complexe sensitif du trijumeau. Ces neurones d’une formidable hétérogénéité 

peuvent être caractérisés selon un certain nombre de critères (pour revue Cordero-Erausquin et 

al., 2016).  

Cette dernière partie du chapitre 1 sera consacrée aux différentes caractéristiques génétiques et 

neurochimiques, morphologiques et électrophysiologiques de ces neurones ainsi qu’à leur 

évolution au cours du développement. 

4.1. Le développement phénotypique des interneurones de la corne dorsale 

4.1.1 Une origine génétique  

La spécificité des neurones de la CDS est déterminée par plusieurs facteurs de 

transcription jouant un rôle indéniable durant l’embryogenèse (Fig. 12A). Au commencement, 

des progéniteurs exprimant le facteur de transcription Olig3 (Olig3+) vont donner naissance aux 

neurones de classe A. D’autres, n’exprimant pas Olig3 (Olig3-) donneront naissance aux 

neurones de classe B, qui ont la particularité d’exprimer le gène Lbx1. Les neurones de classes A 

expriment la protéine Tlx3 (T-cell leukemia homeobox 3), un récepteur nucléaire indispensable au 

développement des neurones excitateurs glutamatergiques. En effet, la famille Tlx joue un rôle 

majeur dans la prolifération ou le maintien en leur état des cellules souches neurales, y compris 

chez l’adulte, et ceci en réprimant leur différenciation vers un phénotype glial (Shi et al., 2004). 

Les neurones de classes A sont dépendants des signaux émis par la plaque du toit (i.e, les 

BMPs). Les neurones de classe B, quant à eux, sont indépendants de ces signaux. Ils sont divisés 

en neurones excitateurs et inhibiteurs. Les neurones programmés pour devenir excitateurs 

expriment Tlx3 qui antagonise le gène Lbx1 et favorise la différenciation de ces neurones en 

neurones excitateurs glutamatergiques. En revanche, l’autre population de neurones qui 

deviendra inhibitrice exprime le gène homéobox Pax2 (Paired box gene 2) (Cheng et al., 2004; Xu 

et al., 2013).  

Au total, 8 populations distinctes d’interneurones vont dériver de ces deux classes A et B (Fig. 

12B): les interneurones de la corne dorsale (dI) dI1, dI2 et dI3 dériveront de la classe A, tandis 
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que les dI4, dI5, dI6 et les interneurones au développement tardif (dIL) dILA et dILB dériveront 

de la classe B (Xu et al., 2013, pour revue Helms and Johnson, 2003). 

 

Figure 12 : L’origine génétique des neurones de la corne dorsale spinale. A, Représentation schématique
du développement des différents sous-types de neurones de la corne dorsale spinale (Inspirée et adaptée de
Xu et al, 2013). B, Les huit populations d’interneurones au sein du tube neural dorsal. Ces interneurones se
distinguent par l’expression de différents marqueurs, l’origine de leurs progéniteurs, leur dépendance ou non au
signaux de la plaque du toit, leur date de naissance et leur localisation finale (Adaptée de Helms and Johnson, 2003)
Abréviations : dP, progéniteurs, dI, interneurones de la corne dorsale, dIL, interneurones à développement retardé, VZ, zone ventrale
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Les différentes sous-populations d’interneurones localisées dans les couches superficielles 

de la CDS sont donc identifiées par l’expression de marqueurs génétiques spécifiques, mais aussi 

par l’expression de marqueurs neurochimiques (Gutierrez-Mecinas et al., 2016). Parmi eux, 

certains ont été impliqués plus spécifiquement dans la douleur. Nous nous intéresserons dans un 

premier temps aux interneurones inhibiteurs puis à une population d’interneurones excitateurs, 

les interneurones exprimant l’isoforme γ de la protéine kinase C (PKCγ). 

 

4.1.2 Les interneurones inhibiteurs 

4.1.2.1   Caractérisation des interneurones inhibiteurs 

a. Généralités  

Comme mentionné précédemment, les interneurones inhibiteurs sont issus des neurones 

de classe B exprimant Lbx1 et Pax2 (Fig. 12) (Bröhl et al., 2008). Ils peuvent exprimer les deux 

neurotransmetteurs principaux impliqués dans la transmission inhibitrice : l’acide gamma-

aminobutyric (GABA) et la glycine. L’utilisation d’anticorps dirigés contre ces deux acide-aminés 

a permis de mettre en évidence la proportion de neurones GABAergiques et glycinergiques dans 

la CDS. Ainsi, chez le rat, les neurones GABAergiques sont présents dans les couches I (~25%), 

II (~20-30%) et III (~40 %). La glycine, quant à elle, est présente en grande quantité dans les 

neurones de la couche III (~30%) et en moindre quantité dans les couches superficielles I 

(~10%) et II (~15%). Toutefois, quelle que soit la couche, la glycine est souvent présente 

conjointement avec le GABA, suggérant que la majorité des interneurones inhibiteurs co-libèrent 

le GABA et la glycine (Polgár et al., 2003; Todd and Sullivan, 1990; pour revue Todd, 2010).  

Chez l’adulte, les interneurones inhibiteurs sont activés par les trois types de fibres Aβ, 

Aδ et C. Les interneurones purement glycinergiques ou mixtes (GABA/Glycine) sont 

préférentiellement contactés par les afférences myélinisées de petit diamètre et à bas seuil, tandis 

que les interneurones GABAergiques sont majoritairement contactés par des fibres myélinisées 

et non-myélinisées (Narikawa et al., 2000; pour revue Zeilhofer et al., 2012). Cependant, 

l’activation des interneurones GABAergiques par les fibres C non-myélinisées ne veut pas 

forcément dire que ceux-ci sont activés par une stimulation nociceptive. En effet, il a été montré 

que certains neurones GABAergiques sont contactés par des fibres-C à bas seuil, vectrices des 

messages tactiles agréables (Grudt and Perl, 2002; Löken et al., 2009; Yasaka et al., 2007).  
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En plus de recevoir des contacts synaptiques en provenance des afférences primaires, les 

interneurones inhibiteurs sont également contactés par des fibres descendantes issues de 

structures supra-spinales, qui libèrent par exemple de la noradrénaline ou de la sérotonine (pour 

revue Zeilhofer et al., 2012). 

Sur le plan neurochimique, les interneurones inhibiteurs sont hétérogènes. En effet, en plus 

d’être GABAergiques et/ou glycinergique, ils peuvent également exprimer d’autres marqueurs 

neurochimiques comme le neuropeptide Y (NPY), le nNOS (oxyde nitrique synthase neuronal), 

la parvalbumine, l’enképhaline, la galanine et la dynorphine. Contrairement aux peptides 

contenus dans les interneurones excitateurs dont nous parlerons plus bas, le NPY, la 

parvalbumine, le nNOS et la galanine/dynorphine ne colocalisent pas au sein des interneurones 

inhibiteurs (Kardon et al., 2014; Polgár et al., 2013; Sardella et al., 2011). 

 

b. Les récepteurs GABAAR et GlyR  

Le récepteur GABAA (GABAR) est un pentamère formé d’un répertoire de 19 sous-

unités (α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ε, π, θ, et p1-3) qui délimitent un canal perméable préférentiellement 

aux ions Cl-, au bicarbonate et accessoirement aux ions Br-. En plus des sites de fixation au 

GABA, le GABAAR comporte d'autres sites secondaires pour des molécules modulatrices de 

l'effet du GABA telles que la picrotoxine, la bicuculline, la gabazine, les benzodiazépines, ou  

encore l’alcool (pour revue, Zeilhofer et al., 2012). L’étude du profil d’expression des différentes 

sous-unités du récepteur GABAAR dans la moelle épinière montre que, chez l’adulte, les sous-

unités α2 et α3 sont particulièrement abondantes dans les couches superficielles de la CDS 

(Zeilhofer et al, 2012). 

Comme le récepteur GABAAR, le récepteur glycinergique (GlyR) est un récepteur pentamèrique 

perméable au Cl-. Mais sa composition en sous-unité n’est pas aussi pléthorique que celle des 

GABAAR puisque les GlyR sont composés de seulement 4 sous-unités α (α1-4) et d’une sous-

unité β. En plus de la glycine, les GlyR peuvent fixer la strychnine et la taurine (Zeilhofer et al., 

2012). Si le GABAAR est un récepteur ubiquitaire du SNC, le GlyR à une distribution plus 

restreinte. Toutefois, il est retrouvé en grande quantité dans les cornes ventrales et dorsale de la 

moelle épinière, et dans plusieurs noyaux du tronc cérébral incluant le noyau trigéminal 

(Zeilhofer et al. 2012). 
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c. Le rôle des interneurones inhibiteurs dans la douleur 

Melzack et Wall (1965), par leurs travaux sur le « Gate control », ont été les premiers à 

poser l’hypothèse que les systèmes inhibiteurs jouaient un rôle pivot dans la modulation de la 

douleur. Les messages douloureux qui transitent par cette porte peuvent être augmentés ou 

réduits. Par exemple, la mise en jeu des afférences de gros diamètre Aβ par l’application de 

stimulations tactile, inhibe la douleur en augmentant l’activité des interneurones inhibiteurs 

localisés dans la couche II de la CDS. En revanche, la perturbation de ces contrôles inhibiteurs 

peut conduire au développement de symptômes douloureux chroniques. Plusieurs études ont 

montré que des symptômes douloureux associés aux douleurs neuropathiques, tels que les 

douleurs spontanées ou l’allodynie, sont dus en partie à un dysfonctionnement des contrôles 

inhibiteurs segmentaires au sein de la CDS (Castro-Lopes et al., 1993; Moore et al., 2002). En 

effet, le blocage des contrôles GABAergiques et/ou glycinergiques dans la CDS ou le Sp5C 

entraine l’expression d’une allodynie mécanique (Miraucourt et al., 2007, 2009; Sherman and 

Loomis, 1996; Yaksh, 1989). Dans ces études, la désinhibition glycinergique et/ou GABAergique 

permet aux informations tactiles véhiculées par les fibres Aβ de pouvoir accéder aux circuits de la 

douleur, et la transformation d’un tact en doulour (allodynie). Plus récemment, l’équipe de Réza 

Sharif-Naeini a montré que l’ablation sélective des interneurones inhibiteurs exprimant la 

parvalbumin entraine une allodynie mécanique (Petitjean et al., 2015).  

 

4.1.2.2  La maturation de l’inhibition  

a. Le développement des interneurones inhibiteurs 

Dans les couches superficielles, le GABA est détecté tardivement au stade embryonnaire, 

à partir de E17-18 (Ma et al., 1993). Puis le nombre de neurones GABAergiques augmente au 

cours des deux premières semaines postnatales (50 % de la totalité des neurones) puis diminue à 

la troisième semaine postnatale (Schaffner et al., 1993). Le patron d’expression de la glycine est, 

quant à lui, mature bien avant la naissance et coïncide avec celui de ses transporteurs GlyT1 et 

GlyT2 (Berki et al., 1995; Poyatos et al., 1997; Zafra et al., 1995). A E13 chez la souris, le niveau 

de glycine est plus élevé que le GABA indiquant une forte abondance des interneurones 

glycinergiques au stade embryonnaire (Miranda-Contreras et al., 2002). Cependant, la première 
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semaine post-natale correspond à une période de perte massive des synapses glycinergiques 

(Miranda-Contreras et al., 2002).  

Enfin, comme nous l’avons vu précédemment, environ la moitié des neurones exprimant le 

GABA expriment également la glycine, et ceci dès les stades précoces puisque la proportion de 

neurones co-exprimant GABA/glycine semble rester stable tout au long du développement 

(Todd and Sullivan, 1990 ; Berki et al., 1995). 

 

b. Les récepteurs GABAAR et GlyR au cours du développement 

Dans la corne dorsale le profil d’expression de sous-unités des récepteurs est différent 

aux stades précoces par rapport à l’adulte. En particulier, l’ensemble des sous-unités du récepteur 

GABAA apparaissent à partir de E13 puis vont progressivement se développer selon un gradient 

ventro-dorsal, pour atteindre un pic d’expression à la première semaine postnatale (Ma et al., 

1993). Puis l’expression des sous-unités α4-5, β1-2, et γ1-3 va progressivement diminuer en 

période postnatale pour ne devenir qu’à peine détectable chez l’adulte. Seul l’ARNm de la sous-

unité α6 est absent de la moelle épinière, quelle que soit la période développementale. Au niveau 

du DRG, les sous-unités α2-3-5, β2-3 et γ2 sont présentes au stade embryonnaire tandis que chez 

l’adulte, on ne retrouve que les sous-unités α2, β3 et γ2 (Ma et al., 1993). Concernant le récepteur 

GlyR, ils sont majoritairement composés d’hétéromères α1/β chez l’adulte, tandis que les GlyR 

immatures sont constitués d’homomères α2. Malgré leur présence à la naissance, les récepteurs 

glycinergiques ne sont pas fonctionnels avant la fin de la première semaine postnatale (Baccei 

and Fitzgerald, 2004). Ainsi, au stade précoce, l’activité des récepteurs GABAergiques domine 

sur celle des récepteurs glycinergiques. 

 

c. Développement du gradient chlorure 

Dans le SNC de l’adulte, l’ouverture des GABAR et des GlyR entraine un flux d’ions Cl- 

à l’intérieur de la cellule, diminuant ainsi le gradient électrochimique en faveur d’une 

hyperpolarisation de la membrane plasmique. En période néonatale, le transporteur KCC2 au Cl- 

est sous-exprimé. Son action de pompage du Cl- en dehors de la cellule ne se fait pas, ce qui a 

pour conséquence une accumulation du Cl- dans la cellule : l’activation des GABAR entraine une 

sortie de Cl- et donc une dépolarisation suffisante de la cellule pour activer les récepteurs NMDA 
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(pour revue Fiumelli and Woodin, 2007). Ceci a pour conséquence de faciliter l’activité 

spontanée caractéristique des structures en développement, de favoriser la neurogenèse, la 

migration neuronale, la synaptogenèse et l’élagage de l’arborisation (Fiumelli and Woodin, 2007). 

L’expression de KCC2 apparait 10 jours après la naissance dans la corne dorsale superficielle, et 

atteint un niveau adulte à 3 semaines (Harrop E and Fitzgerald, unpublished data). Cette 

upregulation de KCC2, entraine une sortie du Cl- et donc un shift du potentiel d’inversion du Cl- : 

le GABA devient inhibiteur. Il est intéressant de noter que, même si le shift du gradient chlore se 

fait à la fin de la première semaine postnatale chez le rat, la capacité optimale d’extrusion du 

chlore observée chez les adultes n’est pas atteinte avant la troisième semaine postnatale 

(Cordero-Erausquin et al., 2005). Ainsi, il semble clair que chez le jeune, l’action desinhibitrice 

des interneurones GABAergiques contribue à augmenter la sensibilité.  

Comme nous l’avons mentionné précédemment, les GlyR ne sont pas fonctionnels en 

période néonatale (Baccei and Fitzgerald, 2004). En 2012, l’équipe de Maria Fitzgerald confirme 

ces résultats en montrant dans une élégante étude que les contrôles glycinergiques sont loin 

d’être fonctionnels chez le nouveau-né (Koch et al., 2012). En effet, ils apparaissent dans la CDS 

seulement à la deuxième semaine de vie, et leur maturation est dépendante de l’activation des 

afférences sensorielles de type C. Le blocage sélectif de ces fibres entraine un retard de 

maturation à la fois des sous-unités GlyR, mais aussi de l’inhibition glycinergique. Dans ces 

conditions, la CDS est maintenue dans un état immature où les réponses tactiles sont facilitées 

(Koch et al., 2012). 

 

4.1.3 Les interneurones excitateurs : cas des interneurones PKCγ 

Les interneurones excitateurs représentent la majorité des neurones des couches 

superficielles de la corne dorsale. Ils sont issus des neurones des classes A et B exprimant le gène 

de transcription Tlx3 (Fig. 12). Différentes sous-populations d’interneurones excitateurs sont 

aussi identifiées dans les couches les plus superficielles (I-II), grâce à l’expression de marqueurs 

neurochimiques. Ainsi, certains interneurones exciteurs expriment la somatostatine, la 

neurotensine, la neurokinine B, le gastrin-releasing peptide (GRP) la calbindine ou encore la 

protéine kinase Cγ (PKCγ) (Table 2, Gutierrez-Mecinas et al., 2016; Polgár et al., 1999). 

Contrairement aux interneurones inhibiteurs dans lesquels les peptides ne colocalisent pas (Bröhl 
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et al., 2008; Polgár et al., 2013), les interneurones excitateurs peuvent contenir plusieurs peptides 

dans une seule cellule. 

Parmi les interneurones qui expriment plusieurs marqueurs, certains ont été impliqués plus 

spécifiquement dans les circuits nociceptifs. Une attention toute particulière sera portée aux 

interneurones qui expriment la PKCγ.  

 

 

 

 

 

4.1.3.1  Caractérisation de la PKCγ  

a.Voie d’activation de la PKCγ 

La PKCγ fait partie des PKCs conventionnelles (cPKCs), au même titre que les 

isoformes α, βI, et βII. Elles ont besoin de calcium et de diacylglycerol (DAG) pour être activées 

en présence de phosphatidyl sérine. L’activation de ces kinases passe par le recrutement de 

récepteurs métabotropiques, qui peuvent ensuite activer plusieurs voies de signalisation, comme 

les voies des phospholipases C (PLC), ou D ou A2 (Codazzi et al., 2006). Pour activer la PKCγ 

via la voie des PLC, il est donc nécessaire qu’un ligand se fixe sur le récepteur métabotropique 

puis active une protéine G intracellulaire. Comme lors de l’activation des récepteurs 5-HT2A, il 

va y avoir formation d’un complexe protéique avec la Guanosine Triphosphate (GTP) qui va à 

son tour activer la PLC. Celle-ci hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) 

Table 2-Les différentes populations d'interneurones excitateurs en LI-II (Glutamatergiques)

Somatostatin Neurotensin Neurokinin B GRP Calbindin / Calretinin PKCy

Somatostatin (43,8%) 9.5 20.6 15.4 52.7 34.6

Neurotensin (6,7%) 73.4 12.6 1.7 _ 96.8

Neurokinin B (11,6%) 90.5 5.7 0 _ 60.3

Gastrin-releasing peptide (GRP) (11%) 59 1.5 0 _

Calbindin / Calretinin 67 _ _ _ _

PKCy (21%) 74.2 31.7 31.3 _

Substance P

Signifie : "dans les neurones Somatostatin+, 34.6% sont PKCy+" et "dans les neurones PKCy+, 74.2% sont Somatostatin+"

Les chiffres entre-parenthèses dans la colonne de gauche indiquent le pourcentage de neurones exprimant le marqueur correspondant par rapport 

à la population totale
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membranaire pour donner du diacylglycérol (DAG) et de l’inositol triphosphate (IP3). L’IP3 

interagit avec un récepteur spécifique de la membrane du réticulum endoplasmique, déclenchant 

la mobilisation des stocks de calcium cellulaire. Le calcium interagit avec le DAG pour activer la 

cPKC, qui en réponse à son activation, va migrer du cytoplasme vers la membrane plasmique où 

elle sera accrochée par une protéine d’encrage. Cette translocation permet à l’enzyme d’acquérir 

sa compétence catalytique (Parekh et al., 2000).  

 

b. Localisation des interneurones PKCγ 

A l’instar de l’ensemble des PKCs conventionnelles, les neurones qui expriment la PKCγ 

sont largement représentés dans le tissu nerveux (Saito and Shirai, 2002; Tanaka and Saito, 1992). 

Son expression est particulièrement abondante dans les neurones du néocortex, du thalamus, de 

l’amygdale, du noyau cochléaire, dans les cellules pyramidales de l’hippocampe et les cellules de 

Purkinje du cervelet (Kose et al., 1990; Tanaka and Saito, 1992). Dans la CDS et le Sp5C, les 

neurones PKCγ sont majoritairement situés dans les couches IIi et IIIe  (Martin et al., 1999; Fig. 

13), tandis que la kinase est faiblement présente dans les couches I et IIe (Tanaka and Saito, 

1992 ; Polgàr 1999; Peirs et al., 2014). La PKCγ est localisée exclusivement dans les neurones 

(Mori et al., 1990; Narita et al., 2004) et on la retrouve en post-synaptique dans le cytoplasme, le 

noyau, les épines dendritiques, et aussi dans les axones et les terminaisons post-synaptiques 

(Kose et al., 1990 ; Tanaka and Saito, 1992 ;  Mori et al., 1990). 

 

 

Figure 13 : Immunomarquage de la PKCγ visible en LIIi dans le Sp5C de rat adulte.
L’organisation laminaire du Sp5C est représentée sur la droite.
Abréviations : MDH, corne dorsale bulbaire ; IR, immunoréactivité
Issue de Peirs et al., 2014

IV. Le développement phénotypique des neurones de la corne dorsale 



 
55 

 
c. Neurochimie des interneurones PKCγ dans la corne dorsale 

Les interneurones PKCγ sont pour la grande majorité des interneurones excitateurs 

exprimant le transporteur au glutamate vGluT2 (Punnakkal et al., 2014). Ils représentent 21% 

des neurones des couches I et II (Gutierrez-Mecinas et al, 2016). L’analyse du phénotype montre 

que dans la couche II de la CDS, seuls 8,4% sont de types GABAergiques (Polgàr et al., 1999) et 

qu’ils n’expriment ni la glycine, ni la dynorphine (Gardell et al., 2004), ni la parvalbumine (Martin 

et al., 1999). En revanche, la majorité de ces interneurones PKCγ sont immunoréactifs à la 

somatostatine, et près d’un tiers sont immunoréactifs à la neurotensine et à la neurokinin B 

(Table 2, Guttierez-Mecinas et al., 2016). D’après Hugues et collaborateurs, ils sont également 

immunopositifs pour la calbindine (25%) et quelques neurones expriment également la nNOS 

(11%) (Hughes et al., 2008). Certains récepteurs ont également été identifiés au niveau des 

interneurones PKCγ dont les récepteurs glycinergiques (Miraucourt et al., 2007; Peirs et al,. 2014) 

et GABAergiques (Peirs et al,. 2014), et 55% des neurones expriment les récepteurs au glutamate 

GluR2-3 (Hughes et al., 2008). Dans la couche I, 22% des interneurones PKCγ présents sont des 

neurones de projection qui expriment le récepteur NK1 (Polgàr et al, 1999), et la majorité 

émettent des prolongements vers le thalamus (Li et al., 2001).  

Enfin, les interneurones PKCγ sont contactés par des afférences myélinisées de type Aβ 

exprimant le transporteur vGLUT1 (Neumann et al., 2008; Lu et al., 2013; Peirs et al, 2014), mais 

pas par des terminaisons nociceptives amyéliniques (Peirs et al., 2014 ; Neumann et al., 2008). Au 

niveau de la couche IIi, les interneurones PKCγ peuvent également communiquer entre eux 

(Neumann et al., 2008).  

 

   d. Implications des interneurones PKCγ dans l’allodynie 

L’implication de la PKCγ dans la nociception a été démontrée dans de nombreuses 

études utilisant différents modèles de douleur, comme les douleurs neuropathiques ou 

inflammatoires (Gardell et al., 2004; Malmberg et al., 1997a; Martin et al., 2001; Ohsawa et al., 

2001; Wang et al., 2004; Zhao et al., 2011). Dans ces études, une lésion du nerf sciatique 

(Labombarda et al., 2008; Mao et al., 1995; Miletic et al., 2000), du nerf infraorbitaire (Nakajima 

et al., 2011), ou encore une inflammation (Complete Freud’s Adjuvant, Cheng et al., 2008; 

Honore et al., 2000; Martin et al., 1999) provoquent une surexpression de la PKCγ ainsi que 

l’apparition d’une hyperalgésie et/ou d’une allodynie. Martin et collaborateurs ont montré en 
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2001 dans un modèle de douleur inflammatoire que les interneurones PKCγ sont impliqués dans 

le maintien de l’allodynie via l’activation des récepteurs NMDA (Martin et al., 2001). Aussi, le 

développement de souris neuropathiques déficientes en PKCγ a permis de montrer que 

l’allodynie mécanique est nettement diminuée par rapport aux souris sauvages (Malmberg et al., 

1997). De plus, l’injection intrathécale d’un inhibiteur spécifique de la PKCγ (KIG31-1 ou γV5-

3) atténue le comportement douloureux induit par une injection de formol dans la patte 

(Sweitzer et al., 2004) et l’allodynie induite par une administration intrapéritonéale d’éthanol 

(Shumilla et al., 2005).  

Au niveau céphalique, la ligature du nerf infra-orbitaire chez le rat entraine une 

diminution du seuil de retrait de la tête aux stimuli mécaniques statiques, évoquant une allodynie 

mécanique. Elle s’accompagne aussi d’une augmentation de l’expression de la PKCγ dans le 

Sp5C (Nakajima et al., 2011). Par ailleurs, l’administration d’un antagoniste non-spécifique  de la 

PKCγ (chelerythrine) réduit drastiquement l’allodynie et diminue l’expression de la PKCγ dans le  

Sp5C (Nakajima et al., 2011).  Enfin, notre laboratoire a également mis en évidence qu’une 

désinhibition glycinergique (Miraucourt et al., 2007, 2009) ou GABAergique (Peirs et al., 2016) 

ainsi qu’une inflammation (Peirs et al., 2016) peuvent provoquer une allodynie mécanique 

dynamique ou statique qui s’accompagne d’une activation des interneurones PKCγ. De même, 

l’activation de la PKCγ dans le Sp5C semble suffisante pour le développement d’allodynie 

mécanique faciale (Pham-Dang et al., 2016). 

Ainsi, un circuit polysynaptique entre les fibres myelinisées de type Aβ et les neurones 

nociceptifs de la couche I est activé lors d’une l’allodynie mécanique (Fig. 14). Dans ce circuit 

non fonctionnel en condition physiologique, l’information tactile est capable de se transformer 

en information douloureuse via l’activation des interneurones PKCγ au niveau de la couche IIi 

(Lu et al., 2013; Braz et al., 2014 ; Peirs et al., 2016). De plus, il semblerait que d’autres 

interneurones tels que les neurones qui expriment la somatostatine (Duan et al., 2014), la 

parvalbumine (Petitjean et al., 2015), la calrétinine (Duan et al., 2014) ou encore VGluT3 (Peirs 

et al., 2015) soient également impliqués. 

IV. Le développement phénotypique des neurones de la corne dorsale 



 
57 

 

 

 

4.1.3.2  La PKCγ au cours du développement 

Les interneurones PKCγ dérivent des neurones de classe B exprimant le facteur de 

transcription Tlx3 (Fig .12) (Matise, 2002; Xu et al., 2013). Il est très intéressant de noter que la 

localisation des interneurones PKCγ en couche IIi chez le rongeur est dépendante de 

l’expression du gène Lmx1b. En effet, Szabo et collaborateurs ont récemment montré que les 

couches IIe et IIi sont désorganisées chez des souris dont le gène Lmx1b a été supprimé. Les 

couches superficielles ont une taille plus petite et le neuropile, correspondant aux prolongements 

des interneurones PKCγ, occupe une région plus superficielle de la CDS par rapport aux 

animaux contrôles (Szabo et al., 2015). De même, il a été montré en 2001 que l’expression de la 

PKCγ est dépendante du facteur de transcription Drg11. En effet, des souris Drg11-/- 

n’expriment pas la PKCγ dans les interneurones de la  couche IIi de la CDS, et, de manière 

intéressante, ont une réponse nociceptive réduite (Chen et al. 2001).  

Les données concernant le développement de la PKCγ dans le Sp5C sont inexistantes, 

tandis qu’au niveau spinal les quelques données bibliographiques publiées sont contradictoires. 

Certaines études observent l’expression de la PKCγ dès les stades embryonnaires, puis constatent 

Figure 14 : La voie poly-synaptique sous-jacente de l’allodynie mécanique impliquant
les interneurones PKCγ.
Abréviations : TC, Transient central ; Ver, vertical
Modifiée de Lu et al., 2013
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une diminution progressive après la naissance (Akinori, 1998; Huang et al., 2015). Dans d’autres 

études, les premiers neurones exprimant la PKCγ sont observés dans la première semaine 

postnatale à P0 (Huang et al,. 2015), P2 (Chen et al., 2001) ou P7 (Malmberg et al., 1997a, 

1997b), suivi d’une augmentation de leur nombre les semaines suivantes (Sweitzer et al., 2004). 

  

En plus d’être caractérisés par des phénotypes neurochimiques particuliers, les neurones 

des couches superficielles de la CDS et du Sp5C peuvent être identifiés en fonction de leur 

morphologie et de leurs propriétés électrophysiologiques. 

 

4.2. Le développement morphologique des neurones des couches superficielles 

4.2.1 La morphologie somatique et neuritique  

Au début du 20e siècle, le célèbre Ramon y Cajal a réalisé une description précise du 

système nerveux de l’Homme et des vertébrés (Li et al., 1999)(Ramon y Cajal, 1909). Il s’était 

déjà aperçu de la formidable diversité morphologique des neurones. D’abord, le soma peut être 

catégorisé selon sa forme sphérique, fusiforme, ou encore multipolaire (Li et al., 1999). 

L’organisation des neurites dans l’espace et autour du soma permet également de classifier les 

neurones en plusieurs catégories.  

Dans la couche I, quatre types d’organisation somato-dendritique ont été mises en évidence chez 

le rat : fusiforme, aplatie, multipolaire et pyramidal (Lima and Coimbra, 1983). Deux catégories 

distinctes ont été observées : les neurones avec des projections en zone ventrale et les neurones 

qui restent confinés à la couche I avec une arborisation qui s’étend sur l’axe rostro-caudal et/ou 

médio-latéral (Grudt and Perl, 2002). Il semble que les neurones fusiformes soient activés 

préférentiellement par des stimulations nociceptives, les multipolaires par des stimulations 

nociceptives et non-nociceptives et les pyramidaux par des stimulations thermiques froides (Han 

et al., 1998). 

Dans la couche II, les somas sont dissociés selon leur forme sphérique, fusiforme ou 

multipolaire et l’organisation dendritique des interneurones est caractérisée par quatre principaux 

types (Grudt and Perl, 2002; Yasaka et al., 2010) (Fig. 15). Les cellules en îlot ont un arbre 

dendritique dense, s’étendant sur l’axe rostro-caudal parfois sur une distance supérieure à 600 

μm. Les cellules radiales ont des dendrites qui irradient dans toutes les directions tout en restant 
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proche du soma. La majorité des dendrites sont localisées dans les couches IIe et IIi, et 50% des 

cellules ont des dendrites qui atteignent la couche I (Grudt and Perl, 2002). Les cellules 

centrales ont une arborisation moins dense qui est orientée dans l’axe rostro-caudal, comme les 

cellules en îlot, mais sur une distance nettement moins grande. Leurs dendrites sont restreintes à 

la couche IIi. Enfin, les cellules verticales se distinguent des autres par leur arborisation qui 

s’oriente verticalement dans l’axe dorso-ventral. Leurs dendrites sont éparses et peuvent projeter 

soit en ventral par rapport au soma et contacter ainsi la couche III, soit en dorsal s’orientant 

alors en couche IIe. Ainsi, ces différences de morphologie suggèrent l’existence de populations 

neuronales au fonctionnement bien distinct. Dans leur étude, Grudt et Perl (2002) ont identifié 

16% de cellules en îlot, 15% de cellules radiales, 38% de cellules centrales, et 30% de verticales. 

Ils ont également identifié un cinquième type de neurone très peu représenté (3%), le type 

médio-latéral, caractérisé par une plus grande arborisation en médio-latéral et dorso-ventral que 

les autres types cellulaires. Leurs dendrites projettent en couche I et III. Une proportion non-

négligeable de neurones reste encore non-classifiée (Yasaka et al., 2010). 

Les travaux de ces dernières années ont mis en évidence des corrélations entre la morphologie 

des neurones et les neurotransmetteurs qu’ils libèrent. Ainsi, les neurones en îlot sont plutôt 

GABAergique et n’expriment pas le transporteur au glutamate vGluT2. A l’inverse, les neurones 

excitateurs exprimant vGluT2 sont à parts égales verticaux, centraux et radiaux et aucun n’est de 

type îlot (Punnakkal et al, 2014). De plus, il a été montré que les neurones, selon leur 

morphologie, répondent différemment à certaines drogues. Par exemple, les neurones radiaux, 

centraux ou en îlot sont tous sensibles à la noradrénaline, tandis que la somatostatine n’a un effet 

que sur les cellules en îlot. Les neurones radiaux, verticaux et 1/3 des neurones en îlot sont 

également sensibles à la sérotonine (Yasaka et al., 2010).  
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Figure 15 : Microphotographies illustrant les cinq catégories de neurones de
la couche II.
Photographies tirées de Grudt and Perl (2002)
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4.2.2 Le développement morphologique somatique et neuritique des neurones 

Ainsi, comme nous l’avons vu précédemment, le SNC est loin d’être mature dès la 

naissance. D’ailleurs, les premières semaines de vie sont le terrain de profondes modifications de 

la morphologie des neurones du SNC. Par exemple, dans l’amygdale basolatérale, l’arborisation 

des neurones devient plus étendue au cours des quatre premières semaines postnatales. Leur 

soma augmente de volume et leurs dendrites grandissent en taille et voient émerger des épines 

dendritiques (Ryan et al., 2014). Dans la corne ventrale spinale, les motoneurones subissent 

également de nombreuses modifications morphologiques qui varient selon le type de muscle 

qu’ils innervent (Cameron and Núñez-Abades, 2000). Une augmentation de la longueur des 

branches est observée pendant le développement des motoneurones innervant les muscles des 

membres postérieurs, tandis que l’arborisation des motoneurones innervant les muscles des 

membres antérieurs va s’étendre puis se rétracter (Ulfhake et al., 1988). 

Or, malgré l’intérêt grandissant pour l’étude du développement des acteurs de la douleur, seules 

deux études réalisées au début des années 80 dans la couche II de la CDS et du Sp5C révèlent 

l’existence de modifications au sein de l’arborisation dendritique, comme l’élongation des 

neurites au cours du développement (Bicknell and Beal, 1984; Falls and Gobel, 1979).  

 

4.3. Le développement des propriétés électrophysiologiques et des courants ioniques 

4.3.1 Propriétés membranaires et profils de décharge  

4.3.1.1   Caractérisations 

Les neurones des couches superficielles sont caractérisés physiologiquement par leurs 

propriétés membranaires. Parmi celles-ci, on distingue entre autre la résistance et la 

capacitance membranaire, le seuil de décharge, la rhéobase, ou encore les propriétés des 

potentiels d’actions. L’ensemble de ces propriétés varie en fonction de nombreux paramètres 

comme le lieu d’enregistrement (CDS ou Sp5C, Yasaka et al., 2007; Alba-Delgado et al., 2015), 

de l’espèce (rat ou souris, Yasaka et al. 2007; Punnakal et al., 2014 ), de la morphologie (Yasaka et 

al. 2007; Grudt and Perl, 2002), du phénotype des neurones enregistrés (Alba-Delgado et al. 

2015; Smith et al., 2015) ou encore de la couche étudiée (Yasaka et al., 2010; Punnakal et al., 

2014). 
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Les interneurones des couches superficielles peuvent être divisés en 5 catégories selon leur profil 

de décharge (Grudt and Perl, 2002; Ruscheweyh and Sandkühler, 2002; Yasaka et al., 2010) 

(Fig. 16).  

 

Le profil « tonique » se caractérise par une décharge régulière de potentiels d’action tout au long 

de la dépolarisation. Généralement, le nombre de PA augmente avec l’intensité de la stimulation, 

jusqu’à l’inactivation des canaux sodiques. Le profil « retardé » (delayed) est caractérisé par un 

retard de réponse à la dépolarisation avec des PA survenant dans un délai de quelques 

millisecondes après la stimulation. D’autres neurones ont un profil de décharge « phasique » 

lorsqu’une stimulation dépolarisante entraine des potentiels d’action uniquement au début de la 

stimulation. Enfin les neurones à « potentiel d’action unique » (single spike) ont un seul potentiel 

d’action quelle que soit l’intensité du stimulus dépolarisant appliqué, et les neurones « irréguliers » 

déclenchent des potentiels d’action de façon irrégulière. Plusieurs études ont caractérisé les 

profils de décharge en fonction de la localisation au sein des couches ou en fonction du type 

morphologique. Par exemple les neurones fusiformes de la couche I et les cellules en ilot et 

vertical de la couche II ont un profil de décharge de type tonique (Grudt and Perl, 2002; Prescott 

and De Koninck, 2002). Les cellules radiales ont des profils de décharge retardé et irrégulier 

(Grudt and Perl, 2002; Lu and Perl, 2005). Ces profils de décharge varient également en fonction 

du type neurochimique. Par exemple, les neurones inhibiteurs ont un profil de décharge tonique, 

tandis que les neurones excitateurs présentent plutôt un profil de décharge retardé ou un 

profil « gap » (Yasaka et al., 2010). Les neurones excitateurs exprimant le transporteur au 

glutamate vGluT2 ont un profil de décharge majoritairement retardé (66%), suivie de phasique 

Tonique Retardé Phasique PA unique Irrégulier

Figure 16 : Les cinq profils de décharge observés dans les neurones de la corne
dorsale spinale suite à l’application de courant dépolarisant d’intensité croissante.
Figure tirée et adaptée de Ruscheweyh et Sandkühler (2002)
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(24%) puis de PA unique (10%) (Punnakkal et al, 2014). Récemment, une étude a réussi à 

identifier deux populations d’interneurones exprimant la calrétinine selon leurs propriétés 

électrophysiologiques. Si l’une a plutôt un profil d’interneurone excitateur avec un profil de 

décharge retardé et une morphologie de type central, radial ou vertical, l’autre a plutôt un profil 

de neurone inhibiteur avec un profil de décharge de type tonique et une morphologie de cellule 

en ilot (Smith et al., 2015). De plus en plus, l’utilisation des outils génétiques permet de 

discriminer le phénotype neurochimique des neurones impliqués dans les circuits de la douleur 

(Duan et al., 2014; Petitjean et al.,2015) puis de caractériser spécifiquement leurs propriétés 

électrophysiologiques et/ou morphologiques.  

 

4.3.1.2   Evolution développementale des propriétés électrophysiologiques 

Peu d’études se sont intéressées au développement des propriétés électrophysiologiques 

des neurones des couches superficielles de la CDS et du Sp5C. Vers la fin des années 90, deux 

études ont suggéré que les neurones de la CDS du nouveau-né sont plus excitables que leurs 

homologues chez l’adulte (Falcon et al., 1996; Jennings and Fitzgerald, 1998). En 2005, Baccei et 

Fitzgerald énnoncent que les propriétés de décharge des neurones de la CDS chez le rat 

nouveau-né ne sont pas différentes de celles de l’adulte (Baccei and Fitzgerald, 2005). Par la suite, 

il a été montré chez la souris qu’en période néonatale les neurones des couches superficielles de 

la CDS ont un profil de décharge en PA unique qui va disparaître progressivement au cours du 

développement pour laisser place à des décharges de types phasique et tonique. En période 

périnatale, les neurones sont dépolarisés, avec un potentiel de repos proche de -60mV contre -

70mV chez l’adulte, ils ont également des PA plus larges et moins amples, ainsi qu’une résistance 

d’entrée plus importante (Tadros et al., 2012; Walsh et al., 2009). D’après Walsh et 

collaborateurs, les propriétés électrophysiologiques des interneurones de la CDS évoluent jusqu’à 

une période critique correspondant à la deuxième semaine postnatale. A cette période, la majorité 

des propriétés électrophysiologiques des interneurones spinaux sont matures (Walsh et al., 2009). 

 

4.3.2 Les courants ioniques 

4.3.2.1   Les courants Ih et les courants IA 

Les neurones des couches superficielles sont également capables d’exprimer différents 

courants comme les courants rectifiants activés par une hyperpolarisation (ou Ih ; Smith et al., 
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2015) et des courants potassique de type A (Grudt and Perl, 2002). Les courants Ih sont médiés 

par l’activation des canaux HCN qui présentent 4 isoformes, de HCN1 à HCN4 (pour revue 

Bender and Baram, 2008; Bender et al., 2001; Seo et al., 2015).  Les canaux Kv4.2 et Kv4.3, 

quant à eux, génèrent les courants IA (pour revue Hu et al., 2006) et sont exprimés dans les 

neurones des couches superficielles par exemple les neurones à calrétinine (Huang et al., 2005).  

 

4.3.2.2   Evolution développementale des courants ioniques 

Chez la souris, les neurones sensoriels spinaux ne sont pas capables d’avoir de courant Ih 

avant la deuxième semaine postnatale, et la proportion de neurones qui exprime ces courants est 

très faible (Walsh et al., 2009). On sait aujourd’hui que les canaux ioniques HCN subissent des 

modifications développementales. Dans le ganglion spinal par exemple, les canaux HCN 

deviennent fonctionnels progressivement au cours du développement (Hou et al., 2015). De 

plus, d’après une étude publiée en 2015, le nombre de canaux HCN1 et HCN2 augmente au 

cours du développement postnatal dans le ganglion trigeminal, tandis que l’expression de HCN3 

et HCN4 ne change pas (Cho et al., 2011). Cette étude suggère que les courants Ih sont déjà actifs 

dans les neurones sensoriels trigeminaux dès la naissance, mais que leur rôle s’intensifie au cours 

du développement, notamment dans la régulation de l’excitabilité.  

En ce qui concerne les courants IA, l’étude de Walsh et collaborateurs et celle de Tadros 

et collaborateurs montrent que des courants IA de type IA-rapide (ayant une cinétique d’activation 

et d’inactivation rapide) sont détectés dans les neurones de la CDS dès le stade embryonnaire 

mais que la proportion de neurones exhibant ces courants diminue au cours du développement. 

A l’inverse les courants de type IA-lent (caractérisés par des cinétiques lentes) apparaissent 

tardivement en période postnatale, après la deuxième semaine de vie, et ceci quelle que soit la 

région cervicale, thoracique ou lombaire (Walsh et al.,2009, Tadros et al., 2012). L’expression des 

canaux Kv4.2, impliqués dans ces courants, évolue fortement au cours du développement. En 

effet, au stade embryonnaire, les canaux Kv4.2 sont d’abord exprimés par les motoneurones de 

la corne ventrale de la moelle épinière. Puis ils vont être exprimés transitoirement dans la 

substance grise intermédiaire jusqu’à 14 jours après la naissance, âge à partir duquel les canaux 

sont détectés dans les couches superficielles de la CDS (Huang et al., 2006). 
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Objectifs de la thèse 

 

Ainsi, comme nous l’avons vu dans cette introduction, les premières semaines de vie sont 

le terrain de formidables remaniements au sein des circuits de l’intégration et du traitement des 

informations sensorielles, qu’elles soient de nature tactile ou nociceptive. Au cours des trente 

dernières années, ces modifications ont été relativement bien décrites au niveau de la CDS, 

premier relai de l’information sensitive extra-céphalique. Cependant, au niveau du Sp5C, peu de 

données sont disponibles à ce jour sur les modifications développementales qui se produisent au 

cours de la période postnatale. Or nous savons que des différences existent entre la moelle 

épinière et le Sp5C. D’abord, ces deux structures reçoivent des afférences qui proviennent de 

régions complètement différentes (tête/face versus reste du corps). De plus l’innervation 

trigéminale est plus dense et plus démarquée avec moins de fibres de type C par rapport à 

l’innervation spinale (Price and Flores, 2007). La densité de fibres exprimant le récepteur TRPV1 

(transient receptor potential vanilloide 1) est plus importante dans la couche IIi de la corne dorsale 

spinale, alors qu’elle est localisée principalement dans les couches superficielles I et IIe au niveau 

du Sp5C (Bae et al., 2004). De plus, une transection du nerf spinal induit des modifications de 

l’arborisation des fibres de type A� (Woolf et al., 1992) mais pas la transection du nerf trigéminal 

(Zhang et al., 2015). Enfin, l’efficacité des traitements antidouleurs est également différente selon 

le niveau de la lésion : trigéminal ou spinal (Kayser et al., 2010; Latrémolière et al., 2008; Michot 

et al., 2013, 2014, 2015).  

 

L’objectif général de ce travail de thèse était donc d’étudier les modifications 

développementales pendant la période postnatale au niveau du Sp5C, à travers 4 projets 

de recherche distincts mais complémentaires. 

 

Le premier projet a consisté à étudier le développement d’une population phénotypique 

spécifique, les interneurones PKCγ, au sein du Sp5C durant les 3 premières semaines postnatales. 
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Le second projet a été consacré à l’étude des modifications morphologiques et 

électrophysiologiques des interneurones de la couche IIi.  

Le troisième projet a pour objectif d’étudier l’influence de la sérotonine et des récepteurs 5-

HT2A sur le développement de la morphologie et de la physiologie des interneurones de la 

couche IIi.  

Et enfin le dernier projet est consacré à l’étude de l’effet d’un traitement néonatal à la capsaïcine 

sur les fibres non-myélinisées peptidergiques (CGRP) et non-peptidergiques (IB4) au sein du 

Sp5C chez le rat. 

 

Les deux premières études feront l’objet de deux chapitres indépendants, tandis que les deux 

dernières qui ne comportent à ce jour que des résultats préliminaires, seront intégrées dans la 

discussion générale et seront exposées dans les annexes de ce manuscrit. 
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Chapitre 2 
Le développement postnatal des interneurones PKCγ  

au sein du Sp5C chez le rat 
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I. Contexte de l’étude 

Il est clairement établi qu’il existe une différence de sensibilité entre les jeunes et les 

adultes. La période postnatale est une période critique dans le développement des systèmes 

sensoriels, relativement bien décrite au niveau spinal. Après la naissance, la moelle épinière subit 

des modifications fonctionnelles anatomiques, cellulaires et moléculaires notamment à travers 

une réorganisation des fibres sensorielles, des modifications d’expression de protéines et de 

canaux ioniques (pour revue Fitzgerald, 2005). Plus particulièrement, les fibres-Aβ vectrices de 

l’information tactile envahissent la CDS du nouveau-né, y compris les couches superficielles I et 

IIe dédiées chez l’adulte aux fibres nociceptives. Au cours du développement, les fibres-Aβ vont 

se rétracter dans les couches plus profondes (IIi-V), où elles atteindront leurs cibles définitives.  

Nous avons vu dans le chapitre I, que les interneurones exprimant l’isoforme γ de la 

protéine kinase C (PKCγ), sont retrouvés principalement dans les couches IIi et III de la CDS et 

du Sp5C (Polgar et al., 1999 ; Li et al., 2001), et en moindre quantité dans les couches I et IIe. 

Les interneurones localisés dans la couche IIi sont contactés par les fibres-Aβ (Miraucourt et al., 

2007, 2009 ; Lu et al., 2013) et forment une bande homogène telle une frontière entre les 

territoires innervés par les fibres nociceptives (I-IIe) et non-nociceptives (IIi-V). De nombreuses 

études publiées ces dernières années ont mis en évidence la contribution des interneurones 

PKCγ dans les mécanismes sous-jacents de l’allodynie mécanique aussi bien au niveau céphalique 

qu’extracéphalique (Pham-Dang et al., 2016 ; Miraucourt et al., 2007, 2009 ; Malmberg et al., 

1997a, 1997b ; Martin et al., 2001). Or, des études publiées par Sarah Sweitzer et ses 

collaborateurs (Sweitzer et al., 2004 ; Shumilla et al., 2005), révèlent que l’implication de la PKCγ 

dans l’allodynie est dépendante du stade développemental, suggérant une immaturité des 

interneurones PKCγ aux stades de vie précoces. Cette idée a été appuyée par plusieurs études 

s’intéressant au développement des interneurones PKCγ au niveau spinal, malgré des 

conclusions somme toute divergentes (Sweitzer et al., 2004 ; Huang et al., 2015 ; Chen et al., 

2001 ; Malmberg et al., 1997a, 1997b).  
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Dans ce contexte, la première étude que nous avons réalisée a eu pour objectif de déterminer le 

développement temporel et spatial des interneurones PKCγ au sein des différentes couches du 

Sp5C chez le rat. Nous avons tenté de répondre à 4 questions: 

 

1 - A quel moment apparaissent les interneurones PKCγ et comment évoluent-ils au 

cours du temps dans chacune des couches superficielles ?  

2  - Existe-t-il de la neurogenèse des interneurones PKCγ ? 

3 - Le développement des interneurones PKCγ est-il similaire à celui de l’ensemble des 

neurones ? 

4 - Le développement des interneurones PKCγ est-il lié à l’arrivée progressive des fibres 

nociceptives ? 

 

  

Chapitre 2 : Contexte 
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II. Matériels et méthodes 

Les animaux utilisés étaient des rats mâles et femelles de la souche Sprague-Dawley. Des 

couples reproducteurs ont été fournis par Charles River (L’arbresle, France), puis les femelles ont 

mis bas à l’animalerie du laboratoire. Les animaux ont été élevés dans un environnement contrôlé 

à 22°C avec eau et nourriture ad libitum et soumis à une photopériode en deux phases (lumière de 

19.00 à 7.00). Toutes les expérimentations ont été menées en conformité avec le guide éthique de 

la IASP (International Association for the Study of Pain , Zimmermann, 1983) et la directive 

2010/63/UE du parlement européen et du conseil de protection des animaux. Les protocoles 

expérimentaux utilisés dans ce travail ont également été approuvés par le comité locale 

d’expérimentation animale : CEMEAA « Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation 

Animale Auvergne » (n° CE 71-12). 

Les animaux utilisés étaient âgés de 3 à 60 jours postnataux (P3-P60). 

2.1 Analyse quantitative du développement des interneurones PKCγ et des neurones 

totaux 

2.1.1 Préparations des tranches  

 Au jour approprié pour notre étude, les ratons ont été anesthésiés profondément par 

inhalation d’halothane (2%), puis perfusés par voie transcardiaque avec 20ml d’une solution 

isotonique de chlorure de sodium héparinée puis 50 à 75ml selon le poids d’une solution de 

fixation (paraformaldéhyde à 4%, dilué dans un tampon phosphate sodique à 0,1M ; pH 7,3). 

L’encéphale, le tronc cérébral et la moelle épinière ont ensuite été prélevés et placés pendant 

deux heures dans une solution de post-fixation identique à la solution de fixation. Enfin, 

l’ensemble a été plongé toute la nuit à 4°C dans une solution tampon de phosphate sodique 

contenant 30% de sucrose et 0,05% d’azide (un anti-fongique), afin d’assurer une cryoprotection.  

Les jours suivant la perfusion, des coupes transversales sériées de 30 μm d’épaisseur au niveau du 

tronc cérébral, ont été réalisées avec un cryostat et placées sur des lames gélatinées.  

2.1.2 Immunohistochimie 

Les coupes ont été rincées 4 fois pendant 5 minutes dans une solution de Tris-Buffered 

Saline (TBS 1X et pH = 7.4) et bloquées pendant 1h à température ambiante dans une solution 

de TBS contenant 5% de Normal Goat Serum (NGS),  0.3% de Triton X-100 et 0.25 % 

d’albumine de sérum bovin (BSA). Après un nouveau rinçage au TBS, les coupes ont été 
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incubées pendant 72 h à 4°C dans une solution d’anticorps primaires contenant un anticorps 

anti-PKCγ et un anticorps anti-NeuN (Table 3), dilués dans du TBS-BSA-Triton avec 5 % de 

NGS. 

A la fin du temps d’incubation, les coupes ont été rincées 3 fois pendant 5 minutes dans du TBS, 

puis incubées pendant deux heures dans une solution d’anticorps secondaires contenant les 

anticorps secondaire anti-Guinea Pig couplé à Cy3 et anti-Mouse couplé à Alexa488, le tout dans 

du TBS-BSA-Triton (Table 3). Puis les lames ont été rincées à nouveau dans du TBS avant 

d’être montées sous DPX. 

2.1.3 Poste d’imagerie 

La révélation de la fluorescence de chaque anticorps a été faite grâce à un microscope 

Zeiss Axioplan 2 couplé à une caméra digitale Hamamatsu C4742-95 en jouant avec les filtres 

pour FITC-Alexa 488 et Rhodamine-Cy3 (Rhodamine-Cy3 : Filtre d’excitation (BP) : 546 ; 

Miroir dichroïque (FT) : 580 ; Filtre d’arrêt (LP) : 590 / FITC-Alexa 488 : Filtre d’excitation 

(BP) : 450-490 ; Miroir dichroïque (FT) : 510 ; Filtre d’arrêt (LP) : 515-565).  

Des images ont été prises sous les objectifs x5, x10, x20 et x40 et traitées à partir du logiciel 

Metamorphe. 

2.1.4. Quantification 

La quantification des interneurones a 

été réalisée dans des fenêtres de quantification 

disposées entre les limites de chacune des 

couches I, IIe, IIi et III (Fig.17). Le centre 

des fenêtres de quantifications a été 

positionné sur la diagonale d’un rectangle 

englobant l’ensemble du Sp5C. L’aire de 

chaque rectangle a été rapportée comme le 

produit de l’épaisseur de la couche quantifiée 

et d’une largeur définie de 200 μm. La densité 

d’interneurones est ainsi donné en nombre de 

neurones/104 μm².  

Figure 17 : Protocole de quantification des
interneurones. Représentation schématique
d’une coupe transversale de tronc cérébral (ici
au niveau -1200). Le carré entoure la corne
dorsale bulbaire et sur sa diagonale sont placés
des rectangles de quantifications à l’intérieur de
chacune des couches I(LI), IIexterne (LIIo),
IIinterne (LIIi) et III(LIII). Barre d’échelle : 200 μm
Abréviations : dl, limite dorsale ; vl, limite ventrale
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Les quantifications ont été faites sur deux coupes par rat, l’une au niveau -2400 (correspondant à 

une distance de 2400 μm de l’ouverture de l’obex, soit à la jonction entre le Sp5C et le sous-

noyau interpolaire) et l’autre plus rostralement, au niveau -1200. 

La délimitation des couches, le dessin des rectangles et les quantifications ont été réalisées sur le 

logiciel ImageJ. 

2.2 Etude de la prolifération cellulaire 

2.2.1  Traitement pharmacologique : le BrdU 

Le 5-bromo-2-desoxyuridine (BrdU) est un analogue structurel de la thymidine 

classiquement utilisé pour marquer les cellules en interphase (phase S). Lors de la réplication de 

l’ADN, le BrdU s’incorpore à la place de la thymidine dans l’ADN nouvellement synthétisé. Un 

anticorps dirigé contre le BrdU est ensuite utilisé pour visualiser les cellules nouvellement 

formées. Le marquage est nucléaire, permanent et concerne toutes les cellules en division.  

Dans notre étude, 6 animaux ont reçu quotidiennement à partir de P3 une injection intra-

péritonéale de 50 μL de BrdU (50 mg/kg, Sigma) dans une solution de NaCl à 0.9 %. Les 

animaux ont ensuite été euthanasiés à 1, 3, 5, 7, 9 et 13 jours après la première injection de BrdU 

(Fig. 18). En supplément, un animal a reçu une injection quotidienne de BrdU à partir de P8 et a 

été euthanasié 8 jours plus tard (à P16). 

Le jour de l’euthanasie, l’ensemble de l’encéphale a été prélevé et des coupes de tronc cérébral et 

de bulbes olfactifs (servant de contrôle) ont été réalisées au cryostat comme décrit 

précédemment. 

Figure 18 : Stratégie expérimentale de l’injection du BrdU. Les flèches représentent les 
dates auxquelles les animaux ont été perfusés. 
Abréviations : P, jours postnataux
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2.2.2 Immunohistochimie 

Les coupes ont été rincées 4 fois pendant 5 minutes dans une solution de TBS puis 

dénaturées par l’acide chlorhydrique (HCl 1N) pendant 30 minutes dans un bain-marie à 37°C. 

Les coupes ont ensuite été incubées pendant 30 minutes (3x10minutes) dans une solution de 

borate de sodium (0.1M et pH= 8.5), puis rincées au TBS 0.1 M et bloquées pendant 1h dans 

une solution de TBS 0.1M contenant 3% de NGS et 0.1% de Triton X-100 à température 

ambiante. Après un nouveau rinçage au TBS, les coupes ont été incubées pendant 72 h à 4°C 

dans une solution d’anticorps primaires contenant un anticorps anti-PKCγ et un anticorps anti-

BrdU (Table 3), dilués dans du TBS - Triton. 

A la fin du temps d’incubation, les coupes ont été rincées 3 fois pendant 5 minutes dans du TBS, 

puis incubées pendant deux heures dans une solution d’anticorps secondaires contenant les 

anticorps anti-GuineaPig couplé à Cy3 et anti-rat couplé à Alexa488 (Table 3), le tout dans du 

TBS-BSA-Triton. 

Les coupes ont ensuite été rincées, déshydratées puis montées sous lamelles comme cité 

précédemment. 

2.2.3 Postes d’imagerie et analyse des spectres 

Des images ont d’abord été prises sous les objectifs x5, x10, et x20 à l’aide du microscope 

Zeiss Axioplan 2. Puis pour plus de précision, un microscope confocal à balayage laser (Zeiss 

LSM 510, Carl Zeiss, Hamburg, Germany) nous a permis de réaliser un scan à x40 (avec 

immersion dans l’huile) sur toute l’épaisseur de la coupe (30μm), l’épaisseur de chaque section 

étant inférieure à 1μm (z-step = 0.38μm). Ceci nous a permis d’avoir une image de chaque coupe 

en 3 dimensions (3D). Les éventuelles colocalisations PKCγ/BrdU ont été vérifiées par une 

analyse de la fluorescence le long d’une droite dessinée à travers chaque cellule d’intérêt, et ceci 

sur les trois plans orthogonaux XY, YZ et XZ. Cette analyse a été réalisée pour chaque marqueur 

séparément grâce aux plugins Colocalization Treshold et Plot Line de Fiji. 

Chapitre 2 : Matériels et méthodes 
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2.3 Etude de l’implication des afférences sensorielles nociceptives dans le 

développement des interneurones PKCγ 

2.3.1  Traitement pharmacologique : la capsaïcine 

 La capsaïcine est un composé actif du piment qui, lorsqu’elle est appliquée sur 

l’épithélium, provoque une forte sensation de brûlure (16 000 000 unités sur l’échelle de 

Scoville). La capsaïcine stimule spécifiquement les canaux ionotropiques vanilloïdes de type 1 

(TRPV1) (Jancsó and Maggi, 1987; Knotkova et al., 2008). Ces canaux TRPV1 sont exprimés par 

une sous-population de neurones sensoriels afférents ayant des prolongements de petit diamètre 

(fibres Aδ et C). En effet, chez le rat, la majorité des fibres sensorielles exprimant le TRPV1 lient 

l’isolectine B4 (70%) tandis qu’un autre contingent de fibres sensorielles exprimant le TRPV1 se 

caractérise par la présence de neuropeptides (Substance P ou CGRP) (30%). De ce fait, 

l’activation des TRPV1 est impliquée dans la détection d’une chaleur nociceptive (> 43°C) 

(Caterina et al., 1997), et dans la mise en place de phénomène d’hyperalgésie et d’allodynie (pour 

revue, Cui et al., 2016). A forte dose, la capsaïcine entraine au contraire une désensibilisation ou 

analgésie. En effet, utilisée en crème locale (8% capsaïcine), elle entraine la destruction du filet 

nerveux sous-cutanée permettant de réduire les douleurs chronique pendant une durée de 50 à 

60 jours (pour revue, Cui et al., 2016).  

Depuis une vingtaine d’année, la capsaïcine est utilisée en administration sous-cutannée pour 

étudier le développement de la CDS chez le rongeur. En effet, une administration de capsaïcine à 

forte dose chez le rat nouveau-né provoque une délétion à long-terme d’une grande quantité de 

fibres exprimant le TRPV1(Jancsó et al., 1977) : et quoi de plus simple que d’altérer une structure 

pour comprendre son implication dans le développement du cerveau et son fonctionnement ? 

L’histoire des neurosciences ne manque pas de ce type de pratique. 

Ainsi, dans notre étude, des rats âgés de deux jours post-nataux (P2) ont été anesthésiés à 

l’halothane et ont reçu une injection sous-cutanée au niveau du cou d’une solution de capsaïcine 

(50mg/kg) dissoute dans du NaCl 0.9% contenant 10% de Tween80 et 10 % d’alcool (groupe 

« capsaïcine ») (Holzer, 1991; Marlier et al., 1992; Szallasi, 1994) (Fig. 19A). Après l’injection, les 

animaux ont été remis avec leur mère et leur état général a été inspecté régulièrement le jour 

même et les jours suivants l’injection. Aucun trouble physique ou comportemental n’a été 

constaté. Un autre groupe ne recevant que la solution véhicule sans capsaïcine a servi de contrôle 

(groupe « véhicule ») 

Chapitre 2 : Matériels et méthodes 



 
75 

 
2.3.2 Test comportemental: le eye-wiping test 

Afin de valider notre traitement néonatal à la capsaïcine, nous avons réalisé un test de 

chémosensibilité de la cornée,  le eye-wiping test (Farazifard et al., 2005), sur les deux groupes 

d’animaux (« véhicule » vs « capsaïcine »), et ceci à P18, soit après l’ouverture complète des yeux 

chez le rat (Fig. 19A). Pour cela, une goutte de 15 μl d’une solution contenant de la capsaïcine à 

0.01 % (1% de capsaïcine dans une solution de NaCl 0.9% avec 10 % d’éthanol et 10 % de 

Tween-80) diluée dans du NaCl, a été instillée dans l’œil de chaque animal (Fig. 19B) (Nakao et 

al., 2012). Une solution « solvant » ne contenant pas de capsaïcine a servie de contrôle. Les 

solutions « solvant » et « capsaïcine » ont été respectivement instillées dans les yeux gauche et 

droit avec un intervalle de 30 minutes entre les deux. Après chaque instillation, les animaux ont 

été placés dans des boites transparentes munies d’un miroir, et leurs réponses comportementales 

ont été filmées pendant 2 minutes, avant d’être remis dans leur cage. Le nombre de frottements 

des yeux par les pattes antérieures en réponse à l’instillation a été quantifié pendant les 30 

premières secondes suivant l’instillation (Fig. 19C). 

2.3.3 Immunohistochimie 

 A P21, les animaux ont été anesthésiés profondément par inhalation d’halothane puis le 

tronc cérébral a été prélevé, puis coupé au cryostat, et enfin, une immunohistochimie dirigée 

contre la PKCγ a été réalisée pour quantifier le nombre d’interneurones chez les groupes 

« véhicule » et « capsaïcine », le tout comme décrit précédemment au paragraphe II.2.1. 
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Figure 19 : Stratégie expérimentale de la délétion des
fibres nociceptives par la capsaïcine. A, Calendrier
expérimental. B, Représentation schématique de l’instillation
de capsaïcine sur la cornée à l’aide d’une cône et d’une
micropipette PIPETMAN Gilson de 20μL (Volume d’instillation =
15μL). Les deux groupes d’animaux ont chacun reçu la solution
« solvant » dans un œil, et la solution contenant de la
capsaïcine dans l’autre œil. C, Ces capture-vidéos illustrent la
réponse comportementale d’un rat « véhicule » (haut) et d’un
rat « capsaïcine » (bas) immédiatement après l’instillation de
capsaïcine dans l’œil. La capsaïcine entrainant une irritation de
la cornée, l’animal « véhicule » se frotte frénétiquement l’œil
avec les pattes antérieures et montre un comportement de
fuite. L’irritation s’estompe au bout de 2 minutes.
Abréviation : P, jours postnataux

2 groupes

2 solutions

    

    

Capsaïcine néonatale (50 mg/kg) vs Véhicule

Solvant vs capsaïcine 0.01%

B

C

Groupe Véhicule

Groupe Capsaïcine

A
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Chapitre 3 
Etude du développement postnatal  

des propriétés électrophysiologiques et morphologiques  

des interneurones de la couche IIi du Sp5C chez le rat 

 

 

 

 

 

 

 

Greg A Dunn Design, Maki-e Neurons 



 
98 

 
 

 

I. Contexte de l’étude 

 

Nous avons vu dans le chapitre I et lors de la première étude que la période postnatale 

est une période critique pour le développement phénotypique des neurones de la couche IIi du 

Sp5C.  

Il est bien connu que, dans diverses structures cérébrales, des modifications des propriétés 

électrophysiologiques accompagnent ces changements phénotypiques au cours du 

développement. Cependant, nous ne savons que très peu de chose sur le développement 

postnatal physiologique des neurones impliqués dans la sensibilité et/ou la douleur, et 

notamment concernant les neurones de la couche IIi. La plupart des études s’intéressant aux 

modifications des propriétés membranaires des neurones sensoriels centraux au cours du 

développement ont été réalisées au niveau de la moelle épinière lombaire, et aboutissent à des 

conclusions divergentes (Baccei and Fitzgerald, 2005 ;  Walsh et al., 2009 ; Tadros et al., 2012). 

Deux études chez la souris ont montré que certaines propriétés intrinsèques étaient modifiées au 

cours du développement (Walsh et al., 2009 ; Tadros et al., 2012), tandis que chez le rat (Baccei 

and Fitzgerald, 2005) n’ont observé aucune modification significative de ces propriétés. Malgré le 

fait que l’on sache aujourd’hui qu’il existe des différences entre les niveaux rostrocaudaux 

(Tadros et al., 2012), aucune étude ne s’est intéressée en détail au développement des propriétés 

électrophysiologiques des interneurones du Sp5C.  

Enfin, des changements de la morphologie des neurones du Sp5C peuvent également se produire 

au cours des premières semaines postnatales, comme cela a déjà été observé au niveau spinal 

(Bicknell and Beal, 1984).  

 

Dans ce contexte, la seconde étude que nous avons réalisée a eu pour objectif d’étudier le 

développement électrophysiologique et morphologique des interneurones de la couche IIi au 

sein du Sp5C chez le rat. Une analyse fine de l’arborisation neuritique a été effectuée, notamment 

à travers l’étude de la longueur et du nombre de branches, ainsi que l’évolution de l’arborisation 

dans l’espace au cours du temps.  
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II. Matériels et méthodes 

Les animaux utilisés dans ce deuxième travail de thèse étaient des rats mâles et femelles 

de la souche Sprague-Dawley âgés de P3 à P30 (cf le paragraphe Animaux du chapitre II). Le 

jour de l’expérimentation, les animaux ont été anesthésiés par une injection intrapéritonéale (i.p) 

de chloral hydrate puis euthanasiés par décapitation. Le cerveau et la partie cervicale de la moelle 

épinière ont été délicatement prélevés. Afin de s’affranchir de l’excitotoxicité induite par la 

libération massive de glutamate par les neurones durant la section du tissu, la dissection et la 

préparation des tranches ont été réalisées dans une solution froide de saccharose-ACSF (sACSF, 

saccharose-Artificial Cerebrospinal Fluid). Le saccharose permet d’empêcher la genèse de 

potentiel d’action et ainsi de limiter la libération de glutamate. La composition de la solution de 

sACSF était (en mM) de 205 Sucrose, 2 KCl, 7.0 MgCl2, 26 NaHCO3, 1.2 NaH2PO4, 11 D-

glucose, and 0.5 CaCl2 dissous dans de l’eau distillée. Le pH a été ajusté à 7.4 par l’ajout de 

NaOH. La solution a été continuellement maintenue entre +1 et +6°C et bullée avec du 

carbogène (95% O2 et 5% CO2).  

 Après avoir été prélevés, le bulbe rachidien et le cervelet ont été inclus dans un bloc 

d’agarose (5% UltraPure LMP Agarose, Invitrogen) puis collés avec de la superglue sur la 

plateforme d’un vibratome (VT1200  S,  Leica  Microsystèmes  SAS, Nanterre, France). La 

plateforme a été immédiatement déposée dans une cuve puis immergée de solution de sACSF 

froide et oxygénée. Des coupes transversales et parasagittales de 350 μm d’épaisseur ont été 

réalisées puis déposées sur un filet de nylon dans une chambre de stockage remplie d’une 

solution d’ACSF (pH 7.4) à 37°C contenant (en mM) 130 NaCl, 3 KCl, 2.5 CaCl2, 1.3 MgSO4, 

0.6 NaH2PO4, 25 NaHCO3, 10 glucose dissous dans de l’eau distillée et oxygénée avec 95 % O2 

and 5 % CO2.  Les tranches ont ainsi été laissées en incubation pendant 1h avant le début des 

enregistrements électrophysiologiques. 

2.1 Enregistrements électrophysiologiques 

2.1.1 Chambre d’enregistrements 

 Les enregistrements électrophysiologiques ont été réalisés sur un neurone par tranche. 

Pour cela, une tranche de bulbe rachidien est transférée dans une chambre d’enregistrement et 

immergée dans ~1mL de la solution d’ACSF à température ambiante (~25°C). La tranche est 

maintenue par des fibres de nylon portées par un U de platine.  La chambre est complétée d’un 

système de perfusion avec une tubulure d’entrée et une tubulure de sortie reliées à une pompe à 

perfusion faisant circuler 3ml de solution par minute. La chambre est montée sur un microscope 
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vertical à fluorescence (AxioExaminer, Carl Zeiss, Hamburg, Germany) relié à une caméra 

digitale QImaging Exi Aqua (Ostrava, Czech Republic). La chambre d’enregistrement supporte 

également l’électrode de référence constituée d’un fil d’argent chloruré et immergé dans la 

solution d’ACSF. 

La substance gélatineuse du Sp5C a une apparence translucide caractéristique et peut-être 

facilement identifiée au microscope sous un objectif à x10 (Fig. 20). La couche II a été divisée 

en deux parties égales à partir des limites dorsale et ventrale. Puis les neurones de la couche IIi 

ont été visualisés sous un objectif à immersion à x63. 

2.1.2 Micropipettes et solution intracellulaire 

 Les micropipettes de patch ont été fabriquées à partir de capillaires de verre borosilicaté 

de 1.8 mm de diamètre (Sutter Instrument, Novato,  CA, USA), étirés avec une étireuse 

horizontale (P 2000, Sutter Instrument). Les résistances finales des micropipettes mesurées dans 

le bain et après qu’elles aient été remplies de solution intracellulaire étaient comprises entre 5 et 

10 MΩ. 

 La solution intracellulaire était composée (en mM) de 135 K-gluconate, 4 NaCl, 2 MgCl2, 

10 HEPES, 0.2 EGTA, 2.5 ATP-Na2, 0.5 GTP-Na2, 0.05% de neurobiotine (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA), 0.01 % de dextran tetramethylrhodamine (10,000 MW, 

Figure 20: Photographies d’une coupe transversale de Sp5C en fin d’expérimentation. On
distingue nettement la substance gélatineuse en infrarouge (IR) que l’on peut séparer en LIIe et LIIi. Le
neurone enregistré visible en caméra à fluorescence (Fluo) se situe en LIIi, localisation confirmée par la
superposition des images IR et Fluo (Composite).
Objectifs : x10 ; Echelle : 100 μm
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fluoro-ruby, Life technologies, Saint Aubin, France) dissous dans de l’eau milliQ. Le complexe 

dextran tetramethylrhodamine permet de visualiser le neurone patché par immunofluorescence 

pendant l’expérimentation (Fig. 20). La neurobiotine, quant à elle, diffuse dans le neurone et son 

arborisation permettant de le visualiser à postériori par immunohistochimie, de le reconstruire et 

de faire une analyse de sa morphologie. 

Le pH de la solution intracellulaire a été ajusté à 7.4 et l’osmolarité à 290-300mOsm. 

2.1.3 Patch-Clamp : principes de la technique 

 La technique de « patch-clamp » consiste à apposer sur la membrane plasmique d’une 

cellule une micropipette en verre remplie d’une solution de composition ionique définie et 

contenant une électrode d’enregistrement. Cette technique, qui valut le prix Nobel en 1976 à 

Neher et Sakmann, permet d’enregistrer l’activité électrique d’un neurone soit en lui imposant un 

voltage, on mesure alors un courant transmembranaire, soit en lui imposant un ampérage (ou 

courant), on mesure dans ce cas un potentiel. Il existe 4 configurations en patch-clamp (Fig.21) :  

- « Cellule entière » : la pipette est insérée dans la cellule et offre ainsi la possibilité d’étudier la 

physiologie de la cellule dans son entier. Cette technique a l’avantage de permettre un contrôle 

des milieux interne et externe à la cellule 

-  « Cellule attachée » : la 

pipette est seulement 

apposée sur la membrane 

plasmique 

-  « Outside-out » : la face 

externe d’un fragment de 

membrane se retrouve à 

l’intérieur de la pipette. 

Cette configuration permet 

d’étudier des canaux 

activés par la fixation d’un 

ligand 

-  « Inside-out » : la face 

interne d’un fragment de 

Figure 21 : Les configurations de base du patch-clamp.
Abréviations : Ext. Externe ; Int. Interne
Schéma tiré de « Path-clamp » par Stéphane Lourdel, UPMC Sorbonne Universités,
LV207-Physiologie cellulaire intégrée, années 2012-2013
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membrane se retrouve à l’intérieur de la pipette. Cette configuration est classiquement utilisée 

pour l’étude unitaire de tous les canaux ioniques, sauf ceux dont l’activation nécessite la fixation 

d’un ligand. 

2.1.4 Déroulement des enregistrements 

La micropipette est positionnée au-dessus de la zone d’intérêt par l’intermédiaire d’un 

micromanipulateur (Sutter) et sous control visuel grâce à l’objectif à x10. Dans le bain et à 

distance de la tranche, une pression positive est appliquée à l’intérieur de la micropipette afin 

d’éviter l’obturation de sa pointe. Lors de la descente de la micropipette dans la tranche, le 

contact de sa pointe avec un neurone augmente sa résistance tandis que la membrane du neurone 

se voit subir une légère déflection. A ce moment-là, la pression positive est relâchée, puis une 

pression négative (succion) est appliquée dans la micropipette afin de favoriser le scellement de 

sa pointe à la membrane du neurone. 

Le potentiel est alors amené de o à -65mV favorisant la mise en place d’une jonction à forte 

résistance mécanique et électrique que l’on appelle le Gigaseal : nous sommes en configuration 

« cellule-attachée ». Les courants capacitifs transitoires dus à la pipette sont alors compensés 

grâce à un dispositif interne à l’amplificateur.  

Une aspiration douce est continue appliquée à l’intérieur de la micropipette permet de rompre le 

fragment de membrane sous la pipette et de passer en configuration « cellule-entière ». Cette 

nouvelle configuration entraine l’apparition de courants transitoires dus à la capacité électrique 

de la membrane qui sont compensés par un dispositif interne à l’amplificateur. La résistance en 

série (Rs) indique la qualité de l’accès électrique entre l’électrode et l’intérieur de la cellule. Si la 

Rs change de plus de 20% au cours de l’enregistrement, ce dernier n’est pas retenu pour l’analyse. 

Dans nos conditions expérimentales, un délai de 5 minutes minimum a été respecté avant de 

commencer les enregistrements, permettant au contenu de la pipette de s’équilibrer avec le milieu 

intracellulaire. 

2.1.5 Acquisition des données 

Pour nos enregistrements, les modes voltage-clamp et current-clamp ont été utilisés. 

L’acquisition des données a été réalisée grâce au logiciel Clampex 10 (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA) lié à un amplificateur Multiclamp 700B (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA) via un digitaliseur Digidata 1440A (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) (Fig.22).  
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2.1.6 Protocoles 

Les propriétés membranaires passives 

 Les neurones possèdent deux propriétés membranaires passives ayant un rôle important 

dans le signal électrique : la résistance d’entrée (input resistance, Rin) et la capacitance. Entre autre, 

ces deux propriétés déterminent la vitesse de conduction d’un PA, l’amplitude et le décours 

temporel des modifications des potentiels synaptiques générés par une stimulation, et 

déterminent aussi si le potentiel généré résultera en un PA ou non. 

La résistance d’entrée  

 La résistance d’entrée d’une cellule représente la plus ou moins grande difficulté que vont 

avoir les ions à traverser une membrane sous un courant d’une certaine intensité. Elle détermine 

combien cette cellule va se dépolariser en réponse à une stimulation positive. L’amplitude de la 

dépolarisation est donnée par la loi d’Ohm :  

∆V = I x Rin 

Figure 22 : Représentation schématique du dispositif d’enregistrement en
patch-clamp. La flèche rouge indique la direction du signal électrique enregistré.
Schéma issu de « Whole-cell patch-clamp recording for characterizing neuronal electrical properties,
Application protocol Kindly provided by the Ole Paulsen Lab at the university of Cambridge, Axol.

Chapitre 3 : Matériels et méthodes 
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avec ∆V la variation du potentiel membranaire, I le courant et Rin la résistance d’entrée. 

Ainsi, si l’on considère deux neurones recevant chacun la même stimulation, celui qui aura la 

résistance membranaire la plus forte aura une plus grande modification de voltage.  

La résistance membranaire dépend à la fois de la densité de canaux ioniques à la membrane, et de 

la taille du corps cellulaire. En effet, dans le cas d’une cellule ronde, plus le corps cellulaire est 

gros, plus sa surface membranaire sera grande pour accueillir des canaux ioniques et donc plus la 

résistance sera faible. Or, les neurones parfaitement ronds sont rares. En réalité ce que l’on 

injecte en un point du neurone ne diffuse pas en tout point de ce même neurone. Ainsi, la 

résistance d’entrée dépend également de la résistance de la membrane des neurites ainsi que de la 

résistance intracellulaire cytoplasmique entre le corps cellulaire et les neurites.  

Dans notre protocole, la Rin est mesurée en appliquant des pulses hyperpolarisants d’amplitude 

décroissante (-40 à -10 pA) pendant 800ms (Fig. 23).  

 

La capacitance membranaire 

Comme nous l’avons vu, les membranes cellulaires ne sont pas imperméables aux ions et laissent 

ainsi passer un certain courant induit par l’établissement d’une différence de potentiel. 

Néanmoins, la perméabilité membranaire est faible et séléctive, et les membranes se comportent 

ainsi comme des conducteurs bas-de-gamme présentant un certain pouvoir isolant. Mais, prise en 

-80

-60

-40 pA

-10 pA

800 ms

ΔI = 10 pA

V2
V1

ΔV

Rin = ΔV.103 / ΔI

Vm
(m

V)

Figure 23 : Protocole de mesure de la résistance d’entrée (Rin). La trace
supérieure représente les pulses de courant négatif induisant une hyperpolarisation
du potentiel de membrane (Vm) représenté sur la trace inférieure. La valeur de la Rin
est calculée grâce à la loi d’Ohm.
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sandwich entre deux milieux très bons conducteurs que sont les milieux extra- et intra-cellulaires, 

la membrane correspond à l’organisation d’un condensateur. Elle va donc présenter des effets 

capacitifs (accumulation de charges): on parle dans ce cadre de « capacitance ». Cette capacitance 

explique que les modifications de potentiel en réponse à un courant injecté sont plus lentes que 

les pulses de courant injecté, et donne ainsi une forme arrondie à l’électrotonus.  

 

Les propriétés membranaires actives 

En plus des propriétés membranaires passives que nous venons de détailler, les neurones 

possèdent également des propriétés membranaires actives qui leur sont propres et qui peuvent 

être modifiées au cours du développement.  Dans notre protocole, des créneaux de courant 

dépolarisant d’intensités croissantes (0 à +200 pA, 800 ms) permettent d’étudier ces propriétés. 

D’abord, la rhéobase (Rh) est définie comme le courant qu’il est nécessaire d’injecter pour que le 

neurone induise un premier PA (Fig. 24). Une fois que le neurone déclenche un premier 

potentiel d’action, l’injection de courant dépolarisant jusqu’à 1.5x la valeur de la Rh permet 

d’identifier le profil de décharge de chacun des neurones (tonique, phasique, retardé, irrégulier et 

PA unique (cf Fig. 16 au chapitre 1). Au niveau de la Rh, l’amplitude et la durée des PAs sont 

mesurées : l’amplitude est mesurée à partir du point précédent la phase ascendante jusqu’au 

sommet du PA tandis que la durée est définie comme la largeur du PA au niveau de la moitié de 

son amplitude maximum.   

 

-60

-40

-20

5 pA

25 pA

800 ms

ΔI = 5 pA

Vm
(m

V)

Figure 24 : Protocole permettant l’étude des propriétés membranaires
actives. La trace supérieure représente les pulses de courant positif induisant une
dépolarisation du potentiel de membrane (Vm) représenté sur la trace inférieure.
Dans cet exemple, la rhéobase est de 25 pA.
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L’ensemble des propriétés membranaires passives et actives ont été mesurées en mode current-

clamp.  

Les propriétés des courants ioniques  

 Les différentes variantes de la technique de patch-clamp ont permis d’identifier et de mesurer les 

courants ioniques qui passent à travers la membrane d’une cellule. On sait aujourd’hui qu’il existe 

de nombreux courants caractérisés par les ions dont ils dépendent, par le potentiel de membrane 

auquel ils s’activent ou encore par les substances chimiques qui les activent, les modulent ou les 

inhibent. Parmi ces courants, on retrouve deux courants à réponses anomales (Gola et Romey, 

1970) activés par l’hyperpolarisation. 

Courant IH 

Le courant cationique activé par l’hyperpolarisation ou courant IH est un courant porté par les 

canaux HCN dont le canal HCN1 (Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated type 1 channel). 

Comme leur nom l’indique, ces canaux s’ouvrent en réponse à une hyperpolarisation de la 

membrane. Ils sont perméables au sodium (Na+) et au potassium (K+) et génèrent un courant 

entrant cationique rectifiant, afin de « ramener » le potentiel de membrane vers des valeurs moins 

négatives. 

Ce courant a d’abord été découvert dans les cellules du nœud sinusal du cœur du lapin. Il porte 

également le nom de courant If pour « funny », puisqu’il est l’un des rares courants activés par 

une hyperpolarisation. Il est également impliqué dans la génération autonome de rythme, ce qui 

fait de HCN1 un « canal pacemaker ». En mode current-clamp, un protocole d’hyperpolarisation 

permet de mettre en évidence un « sag », caractéristique de l’existence d’un IH. La phase de 

repolarisation donne, la plupart du temps, lieu à un rebond post-inhibiteur (PIR), caractérisé par 

une dépolarisation de la membrane au-dessus du potentiel de repos, atteignant parfois le seuil de 

déclenchement des PA sodiques. 

Afin de déterminer l’existence d’un sag et d’un PIR dans notre étude, des créneaux de courant 

hyperpolarisant (10 steps, 15 pA increment, 1800 ms duration) ont été appliqués (Fig. 25A). 

Courant IA 

Le courant IA, ou courant potassique transitoire, est dépendant du potentiel et s’active suit à une 

dépolarisation. Mais aussi et de manière surprenante, l’expression d’une hyperpolarisation post-

PA (AHP, after hyper-polarisation) prononcée serait suffisante pour dé-inactiver le IA et donc 

entrainer son activation. On peut distinguer deux catégories de IA : les IA lents ayant une 
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cinétique d’activation et d’inactivation lente et qui sont sensibles à une faible dose de 4-AP ; et les 

IA rapides ayant une cinétique d’activation et d’inactivation rapide et qui sont sensibles à de fortes 

doses de 4-AP. Dans les neurones de l’hippocampe, les courants IA entrainent une diminution de 

la fréquence des PA en ralentissant le retour au seuil d’activation des canaux Na+ (Debanne et al, 

1997). Cette observation a également été faite dans la LII de la CDS par Yoshimura en 1989. 

Après avoir observé la présence de courant IA dans les neurones de la substance gélatineuse, 

Yoshimura et collaborateurs discutent que l’un des rôles physiologiques hyperopolarisants des 

courants IA serait de diminuer la probabilité pour les neurones de décharger des PA en réponse à 

une dépolarisation et ainsi favoriser d’avantage la régulation de la décharge des PA. 

Dans notre étude, la présence de IA lents et de IA rapides a été déterminée en mode voltage 

clamp par un protocole d’hyperpolarisation (Δ=-25 mV  pendant 1000 ms) à partir d’un voltage 

imposé à -65 mV, suivie d’une dépolarisation (Δ=+25 MV pendant 200 ms) puis d’une 

repolarisation du neurone à -65 mV (Fig. 25B).  

 

 

A

A B

Figure 25 : Protocoles permettant de déterminer la présence de courants IH et IA.
A, Le protocole d’hyperpolarisation permet de mettre en évidence la présence ou non d’un
sag. La phase de repolarisation donne lieu à un rebond post-inhibiteur (PIR). B, Le protocole
d’hyperpolarisation à partir d’un voltage imposé à -65 mV, suivie d’une dépolarisation puis
d’une repolarisation du neurone à -65 permet de mettre en évidence la présence d’un IA
lent ou d’un IA rapide.

IA lent

IA rapide
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2.2. Procédures histologiques et microscopie confocale 

A la fin des enregistrements, l’observation de la coupe sous microscope à épifluorescence 

a permis de vérifier que le neurone enregistré a bien été rempli avec la neurobiotine (par 

visualisation de Dextran couplé à Tetramethylrhodamine et Fluororuby). Les tranches ont 

ensuite été transférées dans une solution contenant 4% de paraformaldehyde dans 0.1 M de 

solution tampon-phosphate (pH 7.4) et stockées jusqu’à 1 semaine à +4°C en attendant 

l’immunomarquage.  

Le jour de l’immunomarquage, les coupes ont été rincées cinq fois pendant 10 minutes 

dans du TBS 0.1M (pH 7.4) puis placées en incubation à température ambiante dans une plaque 

multi-puits mise à l’obscurité et en agitation pendant 4h dans une solution de TBS - 0.25% BSA 

– 0.3% Triton X100 contenant de la Rhodamin-Avidin DCS (1:200, Vector  Laboratories,  

Burlingame,  CA,  USA). Après cinq nouveaux rinçages successifs par du TBS de 10 minutes 

chacun, les coupes ont été placées dans une solution de TBS-BSA-Triton contenant 4% de NGS 

et additionnée d’un anticorps polyclonal dirigé contre la PKCγ (1:4000; Frontier Institute Co Ltd, 

Hokkaido, Japan) pendant 3 jours, à 4°C et sous agitation. 

A la fin du temps d’incubation, les coupes ont été rincées puis transférées sur des lames 

gélatinées et déshydratées avant d’être recouvertes de DPX.  

Le marquage a été observé à l’aide d’un microscope confocal à balayage laser (Zeiss LSM 510, 

Carl Zeiss, Hamburg, Germany) en utilisant un laser d’une longueur d’onde de 635 nm. 

L’empilement des sections optiques (Z-step de 0.38 μm) prises au grossissement x40 avec une 

lentille à immersion dans l’huile ont permis de générer une image en 3-dimensions (3D). 

2.3 Reconstruction et analyses morphologiques 

La reconstruction de chaque neurone marqué à la neurobiotine ainsi que l’analyse 

morphologique du soma et de l’arborisation neuritique ont été réalisées grâce au logiciel Fiji. La 

reconstruction de l’arborisation a été réalisée à l’aide du plugin Simple Neurite Tracer (Longair et 

al., 2011) et observée en 3D grâce au plugin 3D-viewer (Schmid et al., 2010). Une fois 

reconstruit, les différents paramètres morphologiques permettant de caractériser le neurone ont 

été mesurés (Fig. 26). 

Parmi ces paramètres, la surface du neurone est calculée comme étant le produit de 

l’étendue médiolatérale ou rostrocaudale (ML ou RC, respectivement pour les coupes 
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transversales et parasagittales) et dorsoventrale (DV) de l’arborisation globale. Le volume du 

soma, lui, est mesuré dans les 3 plans ML, DV et RC. 

A l’aide du plugin NeuronJ, les branches peuvent être ordonnées en branches primaires, 

secondaires, tertiaires ou quaternaires, en fonction de leur embranchement. Les branches 

primaires partent directement du soma et vont se ramifier en branches secondaires, elles même 

se ramifiant en branches tertiaires, et les tertiaires en quaternaires. La classe des branches 

quaternaires inclus les ramifications d’ordres subséquents. Cet ordonnancement des branches 

permet d’en extraire la taille et le nombre selon leur classe, ainsi que la quantité d’intersections 

(nodes) et de points terminaux. 
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Figure 26 : Analyse morphométrique des neurones. A, Représentation
schématique de la division de l’arbre dendritique en branches primaires,
secondaires, tertiaires et quaternaires, avec les nodes correspondants à
chaque embranchement, et les points terminaux. B, Les différents paramètres
pris en compte dans l’analyse morphométrique des neurones.
Abréviations : DV, dorsoventral ; ML, médiolatéral ; RC, rostrocaudal ; DS, extension
dorsale par rapport au soma ; VS, extension ventrale par rapport au soma.
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L’organisation dans l’espace des neurones est étudiée à travers l’analyse de la dimension fractale 

(Fig.27), qui représente, en quelque sorte, la complexité de l’arborisation (Smith Jr. et al., 1996).  

Pour cela, chaque reconstruction est mise au format binaire (noir et blanc) et on isole les 

contours de l’objet. L’outil Fractal Box count de Fiji permet de quantifier la quantité d’espaces de 

taille définie « r » remplis par un pixel (N(r), Fig. 27A). La dimension fractale est donnée par la 

pente négative du logarithme N(r) versus le logarithme de « r » (Fig. 27B).  

 

 

2.4 Classification morphométrique des neurones 

Comme nous l’avons vu auparavant, plusieurs types morphologiques sont retrouvés 

parmi les neurones de la corne dorsale (central, radial, vertical et cellule en ilôt). Etant donné que 

l’inspection visuelle est une méthode archaïque et subjective pour la détermination des types 

morphologiques, chaque neurone reconstruit est classé en utilisant les différents paramètres 

morphometriques : l’étendue médiolatérale (ML) ou rostraucaudal (RC) et l’étendue 

dorsoventrale (DV) de l’arborisation globale, la distance des neurites dorsales à partir du soma et 

jusqu’à leur limite dorsale (DS), la distance des neurites ventrales à partir du soma et jusqu’à leur 

limite ventrale (VS). Puis les ratios DS/VS et ML/DV sont mesurés pour chaque neurone, et la 

r
Boites vides

N(r)

Figure 27 : Principe de la mesure de la dimension fractale. A, L’espace contenant l’image est
divisé en grille dont chaque boite a une taille « r ». Le nombre de boite contenant des pixels (N(r)) est
quantifié. « r » devient ensuite de plus en plus petit et N(r) est déterminé pour chaque taille de « r ». B,
Le logarithme de N(r) versus le logarithme de 1/r donne une ligne dont le gradient correspond à la
dimension fractale (D). Une D ≈ 2 d’un neurone indique que son arborisation remplie plus l’espace que
celle d’un neurone ayant un D ≤ 1. Une différence de 0.1 indique une complexité double.

A B
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valeur moyenne de chacun des ratios permet de définir des clusters pour séparer les neurones en 

groupes (Fig. 28). Les neurones centraux ont une étendue ML nettement plus grande que 

l’étendue DV, tandis que les neurones radiaux ont des étendues DV et ML similaires. Les 

neurones verticaux ont l’essentiel de leur arborisation en direction ventrale (l’étendue VS est 

grande). Tous les neurones classés en désaccord avec l’inspection visuelle ont été regroupés dans 

une catégorie dite de neurones “non-classifiés”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Classification des différentes morphologies de 
neurones. Les moyennes des ratios DS/VS (ligne horizontale) et (ML 
ou RC)/DV (ligne verticale) permettent de séparer les neurones en 
clusters. Les neurones verticaux ont l’essentiel de leur arborisation 
en direction ventrale (l’étendue VS est grande). Les neurones radiaux 
ont des étendues DV et ML à peu près similaires et sont donc plutôt 
situés autour de l’intersection entre les deux lignes. Les neurones 
centraux et en ilôt ont une étendue ML nettement plus grande que 
l’étendue DV. 
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Abstract   

In adult, interneurons within MDH inner lamina II (IIi) display great morphological and 

physiological variability and are key elements in circuits underlying facial mechanical 

allodynia. The first postnatal month is critical for the development of pain sensitivity, 

together with a structural and functional reorganization of sensory systems. However, how 

the MDH lamina IIi interneurons develop after birth is still unknown. By combining patch-

clamp recordings and 3D-morphological analysis from reconstructed neurobiotin-labeled 

neurons, we performed a detailed anatomical and electrophysiological characterization of 

lamina IIi interneurons over the first postnatal month. These interneurons undergo a number 

of dramatic morphological changes, including increases in the soma volume and total neuritic 

length. Larger primary, secondary and tertiary branches account for such enhanced dendritic 

length. As the total neuritic field area remains constant over age, the numbers of neurite, 

nodes and terminal points concomitantly decrease. According to electrophysiological 

properties, neurons at birth are more depolarized, have a lower rheobase and display mainly 

single spike firing compared with those at older ages, suggesting they are more excitable. 

Such structural and functional postnatal development of lamina IIi interneurons might 

underlie developmental changes in the facial pain sensitivity. 
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Introduction 

The postnatal period is critical for the development of tactile and nociceptive spinal 

cord circuits within the dorsal horn (for review see Fitzgerald, 2005). Following nerve injury, 

mechanical allodynia, a painful sensation in response to normally innocuous touch, has been 

shown to appear only in the later stages of postnatal development (Fitzgerald, 2005; Howard 

et al., 2005). This typical pain symptom involves a dorsally-directed polysynaptic circuit of 

interneurons located in superficial spinal (SDH) or medullary dorsal horns (MDH). In this 

circuit, mechanical inputs carried by Aβ afferents and which terminate in inner lamina II (IIi), 

can gain access to the pain transmission pathways of superficial SDH/MDH (Zeilhofer et al. 

2012a; Duan et al., 2014 in DH and Miraucourt et al., 2011; Peirs et al., 2016; Pham-Dang et 

al., 2016 in MDH). It is therefore possible that the postnatal development of such a circuit, 

especially of lamina IIi interneurons, accounts for the late appearance of mechanical 

allodynia. 

It is well known in many cortical neurons (Zhang 2004; Romand et al., 2011; Ryan et 

al., 2014), as well as in brainstem or spinal ventral horn motoneurons (Dekkers et al., 1994; 

Ulfhake et al., 1988; Nunez-Abades et al., 1994; Carrascal et al., 2005) that the morphology 

and physiology of neurons is profoundly affected during the first postnatal weeks. 

Surprisingly, we know very little about the postnatal development of the morphological and 

functional properties of superficial DH interneurons and more specifically of lamina IIi ones. 

The very few studies that assessed the postnatal development of the electrophysiological 

properties of superficial SDH neurons (lamina I-II interneurons) led to contradictory results. 

Thus, Baccei and Fitzgerald (2005) showed that there is no change in the membrane and 

action potential properties and the prevalence of the various discharge categories over the 

first 3 postnatal weeks, whereas others (Walsh et al., 2009; Tadros et al., 2012) concluded to 

changes in several passive and active membrane properties and in firing profile categories. 

According to anatomical development, only one early study examined the postnatal changes 

in neuronal morphology in the lumbosacral spinal cord (Bicknell and Beal, 1984). But such 

study looked at all substantia gelatinosa interneurons and failed to examine important features 

such as the number and length of branches, the number of terminal point and nodes and the 

development of arbors in space.  
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Therefore, in the present study, we intracellularly recorded (whole cell patch-clamp) 

from specifically lamina IIi interneurons with neurobiotin-filled electrodes (for post-hoc 

morphological analysis) in MDH slices from rats over the first four postnatal weeks. In 

addition to analyze passive and active electrophysiological properties of interneurons, we 

performed a detailed analysis of the postnatal development of the neuritic arborizations. 

Because MDH lamina IIi exhibit different morphological types (islet, central, radial and 

vertical) (Alba-Delgado et al., 2015), the present study also assessed postnatal changes in the 

different morphological types. We provide evidence for numerous changes in the neuritic 

arbor, soma and electrophysiological properties of the rat MDH lamina IIi interneurons over 

the first four weeks of life. 
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Methods 

1. Animals   

Male and female sprague-dawley rats from 1 to 4 postnatal weeks (1 week: P3-P7; 2 week: 

P8-P14; 3 week: P15-21; 4 week: P22-30) were obtained from Charles River (L’Arbresle, 

France). They were housed with their mother until P21, then rats were housed 3-4 per cage 

always under standard laboratory conditions (22 ± 1 ºC, 12 h light/dark cycles, lights on at 

07:00 AM, food and water ad libitum). All efforts were made to minimize the number of 

animals used. All animal experiments were performed in accordance with the ethical 

guidelines of the International Association for the Study of Pain (IASP; Zimmermann, 1983) 

and the Directive 2010/63/UE of the European Parliament. Protocols applied in this study 

were approved by the local animal experimentation committees: CEMEAA “Comité 

d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne” (n° CE 28-12) and the Ethical 

review process applications panel of the University of Glasgow.  

2. Electrophysiology  

2.1. Slice preparation   

Rats were killed with an intraperitoneal (i.p.) overdose of chloral hydrate (7 %). The whole 

brain, including the upper cervical region of spinal cord, was carefully removed, embedded in 

5% UltraPure LMP Agarose (Invitrogen) and placed into cold (4°C) sucrose-based artificial 

cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in mM): 205 sucrose, 2 KCl, 7.0 MgCl2, 26 NaHCO3, 

1.2 NaH2PO4, 11 D-glucose, and 0.5 CaCl2 (pH 7.4) bubbled with 95 % O2 and 5 % CO2. 

Serial transverse or parasagittal slices (350 μm thick) were cut from the brainstem using a 

vibratom (VT1200S, Leica Microsystèmes SAS, Nanterre, France). Slices were incubated at 

37 °C in aCSF containing (in mM): 130 NaCl, 3 KCl, 2.5 CaCl2, 1.3 MgSO4, 0.6 NaH2PO4, 

25 NaHCO3, 10 glucose (pH 7.4) bubbled with 95 % O2 and 5 % CO2, for a 45 min recovery 

period. 

2.2. Patch-clamp recordings 

Whole-cell recordings were performed using patch-clamp technique in both voltage- and 

current-clamp modes as described in Alba-Delgado et al. 2015. Briefly, slices were 

transferred into a recording chamber continuously perfused with aCSF solution. The chamber 
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was mounted on an upright fluorescence microscope (AxioExaminer, Carl Zeiss, Hamburg, 

Germany) and linked to a digital camera (QImaging Exi Aqua, Ostrava, Czech Republic). 

Patch pipettes (5-10 MΩ of resistance) were filled with an internal solution containing (in 

mM): 135 K-gluconate, 4 NaCl, 2 MgCl2, 10 HEPES, 0.2 EGTA, 2.5 ATP-Na2, 0.5 GTP-

Na2, neurobiotin (0.05 %, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), dextran 

tetramethylrhodamine (10,000 MW, fluoro-ruby, 0.01 %, Life technologies, Saint Aubin, 

France), pH adjusted to 7.4 and osmolarity of 290-300 mOsm. The substantia gelatinosa of 

the MDH was easily distinguished at all postnatal age and the lamina II was divided into two 

equal parts from the dorsal to ventral boundaries. Interneurons in lamina IIi were visualized 

using X63 water-immersion objective lens with combined infrared and differential 

interference before being recorded.  

Acquisitions were performed using Clampex 10 software (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA) connected to a Multiclamp 700B amplifier (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

USA) via a Digidata 1440A digitizer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Voltage-

clamp data were low pass filtered at 3 kHz and digitized at 10 kHz. Series resistance was 

monitored throughout the experiments and was not compensated. Data were discarded if 

series resistance varied more than ± 20 %.  

2.3. Protocols and data analysis 

Resting membrane potential (RMP), membrane input resistance (Rin), membrane capacitance 

(Cm), rheobase, action potentials (APs) properties and firing pattern were studied in the 

current-clamp mode. The Rin of the interneurons was determined from the slope of the linear 

portion of the I-V relationship, by repeated hyperpolarizing current injections of 800 ms 

duration with step-wise increasing amplitudes (-40 to -10 pA). Repetitive depolarizing 

current pulses (800 ms) of incremental amplitude were used to determine the rheobase 

(minimum depolarizing current intensity needed to generate an AP). Amplitude and spike-

width of APs were measured on the first AP at the rheobase level. The amplitude of APs was 

measured from the point preceding the fast rising phase of the spike to the peak of the spike, 

whereas APs duration was defined as the width at half-maximal spike amplitude. The firing 

profile of each neuron was investigated by injections of depolarizing currents with 

incremental amplitude from 5 pA to 1.5x the rheobase depolarizing pulse (800 ms duration, 

1s interval). To investigate “sag” expression, hyperpolarizing current steps (10 steps, 15 pA 
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increment, 1800 ms duration) in current clamp mode was applied. Expression of A-type 

potassium currents were studied in voltage clamp mode from a holding potential of -65 mV, 

by delivering a hyperpolarizing pulse (to -90 mV, 1s duration), immediately followed by a 

depolarizing step (to -40 mV, 200-ms duration). All data were analyzed offline using 

Clampfit 10.0 software (Axon Instrument, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

2.4. Histologic procedures 

At the end of the recordings, epifluorescence was used to insure that the recorded cells were 

filled with neurobiotin. Slices were then transferred into 4 % paraformaldehyde in 0.1M 

phosphate-buffered solution (pH 7.4) and stored overnight at 4°C. Slices were first incubated 

with Avidin DCS-rhodamine (1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Then, 

they were transferred onto gelatinized slides and dehydrated before being coverslipped with 

DPX mountant for histology. Immunolabeling was examined with a Zeiss LSM 510 confocal 

laser scanning microscope (Carl Zeiss, Hamburg, Germany) by using 532 nm excitation laser 

light in the original thick slices. Z-series (z-step of 0.38 mm) were scanned at x40 

magnifications with oil immersion lens. 

3. Morphologic characterization 

Three dimensions (3D) reconstruction from confocal image stacks of neurobiotin-labeled 

interneurons was performed using the Simple Neurite Tracer plugin of Fiji software (Longair 

et al., 2011; Alba-Delgado et al. 2015). Neurons with extensively truncated neuritic arbor 

were excluded from the sample. 

3.1. Analysis of neuritic branches  

A branch was defined as uninterrupted neuritic stretch starting at the soma or at a branch 

point (node) and ending at the next node or when the neurite terminates (terminal point). 

According to their implantation into the soma or nodes, the neurites could be divided into 

primary, secondary, tertiary, and quaternary branches (Fig.1A). Quaternary branches included 

the ramifications of fourth, fifth, sixth, and subsequent orders. The number and the length of 

branches for each order and the total number of nodes and terminal points were quantified. 

The field area was calculated as the product of the medio-lateral or rostro-caudal (ML or RC, 

respectively for transversal or parasagittal slices) and the dorso-ventral (DV) extents of 

neuritic arbour (Fig.1B). The soma volume was obtained from RC, ML, and DV diameters. 
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To study the arbor complexity, the fractal dimension was measured using the Fractal Box 

Count tool of Fiji-ImageJ (Cutting and Garvin, 1987 ; Smith et al., 1996). A score close to 1 

implied that the branches fill less the space than branches with a score close to 2, and a 

difference of 0.1 represents a doubling of complexity. 

3.2. Morphometric classification of interneurons 

The morphometric classification of interneurons was made as describe in our previous paper 

(Alba-delgado et al., 2015). Briefly, the classification of each interneuron was performed 

using scatter plots comparisons of morphometric parameters: ML, RC and DV extents; dorsal 

neuritic spread (DS, distance from soma center to dorsal limit of soma or neuronal arbor); and 

ventral neuritic spread (VS, distance from soma center to ventral limit of soma or neuronal 

arbor) (Fig.1B). The ratios of ML or RC to DV extents and DS to VS were evaluated for 

individual interneuron. The average ratios were used to separate the interneurons into 

vertical, central, or radial cells. An interneuron classified as central display a ML or RC 

extent higher than DV length, whereas a radial interneuron has dendrites that extend in all 

directions (RC, DV and ML) around the soma. Vertical cells have the majority of their 

arborisation in the DV direction compared to central and radial interneurons.  Neurons that 

did not follow these criteria were grouped as unclassified cells (Fig.1C).  

4. Statistical analysis 

All the data are presented as the mean ± SEM in scatter plot or bar graphs. The number (n) of 

neurons used for each analysis is shown in the corresponding figure or table. All graphs and 

statistical analysis were performed on GraphPad Prism software (v6.0; GraphPad Inc, La 

Jolla, CA). Comparisons between groups were performed using one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by the Holm-Sidak’s multiple comparisons test for data following a 

Gaussian distribution. The F values were expressed with their associated degrees of freedom 

(df). P < 0.05 was considered to be statistically significant. Figures were made using 

CorelDraw Graphic software (v12.0, Ottawa, Canada). 
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Results  

Data were collected from 88 interneurons within the lamina IIi of MDH. Among these 

interneurons 76 (out of 88) were used in the electrophysiological analysis and 42 (out of 88) 

were successfully filled with neurobiotin. Their morphological and electrophysiological 

features over the first four postnatal weeks (1wk, 2wk, 3wk and 4wk) were assessed. 

 

LIIi interneurons display morphological changes during postnatal development 

 

Structural development of neuritic arbors 

Analysis of the lamina IIi interneurons morphology using 3-dimensional 

reconstruction revealed that significant changes in neuritic arbors occurred from the first to 

the four postnatal weeks (Fig. 2A, Table 1). First, an extensive remodelling of branches 

characterized by a significant increase in the total branches length occurred across postnatal 

development (p < 0.0001, F(3,38) = 14.07; Fig. 2B1). More specifically, each types of branches 

(primary, secondary, tertiary and quaternary) were found to increase in size by more than 

twofold from 1wk to 4wk (p = 0.0008, FPrimary (3, 38) = 6.88; p = 0.0004, FSecondary (3, 38) = 7.78; 

p = 0.0001, FTertiary (3, 37) = 10.56; p = 0.0004, FQuaternary (3, 34) = 7.8; Fig. 2B2). Interestingly, 

from 1wk to 3wk, the length of branches remained relatively constant (p > 0.05, Holm-

Sidak’s test post hoc analysis) and then significantly increased from 3wk to 4wk (P < 0.001, 

Holm-Sidak’s test post-hoc analysis). This evolution suggests that the branches length 

displays a late maturation. 

In contrast, the total number of branches significantly decreased from the first to the four 

postnatal weeks (p = 0.0011, F(3,38) = 6.54; Fig. 2C1). At 4wk, lamina IIi interneurons 

displayed threefold and twofold fewer branches than those at 1wk and 2wk, respectively. 

Such difference was because of a loss of primary (p = 0.02, FPrimary (3,38) = 3.6), secondary (p 

= 0.0002,  FSecondary (3,38) = 8.7), tertiary (p = 0.004, FTertiary (3,38) = 5.2) and quaternary (p = 

0.03, FQuaternary (3,38) = 3.3) branches  (Fig. 2C2). Additionally, we found a significant decrease 

of both the terminal points (p = 0.0016, F(3,37) = 6.2; Fig. 2D) and the nodes number (p = 

0.009, F(3,37) = 4.44; Fig. 2E). The majority of arborizations in juvenile animals (around 70%) 

appeared multi-branched, i.e. more than 3 branches out of the same node, while most adult 

interneurons (75%) showed dichotomous arborisation (Fig. 2E, inset). These results suggest 

that pruned branches are located on both simple and ramified neurites. Moreover, the total 
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branches and nodes number as well as the terminal points number showed similar pattern of 

development. A significant decrease was observed from the two first weeks compared to 

adult age (1wk vs 4wk: P < 0.01 and 2wk vs 4wk P < 0.05, Holm-Sidak’s test post-hoc 

analysis), whereas no significant changes was found from three to four postnatal week (p > 

0.05, Holm-Sidak’s test post-hoc analysis).  

As concern the organization of the neuritic arbors in the space, the total field area of lamina 

IIi interneurons did not significantly change with age (p = 0.1, F(3, 38) = 2.2; Fig. 2F), despite a 

twofold increase of the field area at 4wk (11.9 ± 1.4 µm3) compared with 1wk (6.3 ± 1.5 

µm3). To see the distribution of the neuritic arbors in space, we then quantified the fractal 

dimension. The upper score of the fractal dimension observed in 4wk (1.26 ± 0.02) compared 

with 2wk (1.15 ± 0.01) and 3wk (1.12 ± 0.03) indicated that arbors of adult interneurons 

filled the space more entirely than those of younger interneurons (p = 0.0004, F(3,38) = 7.7; 

Fig. 2G).   

  

Age-related changes in morphological types 

 We next examined the morphological types development of lamina IIi interneurons. 

In adult, substantia gelatinosa interneurons were characterized by five distinct morphological 

types according to the location and extent of their dendritic arbors: islet, central, radial, 

vertical and unclassified cell types (Grudt and Perl, 2002; Yasaka et al., 2007, 2010). 

Analysis of morphometrics parameters, including the ML and RC, DV, SD, SV 

measurements and the scatter plot comparison based on the RC/DV or ML/DV and DS/VS 

ratios, showed that central, radial, vertical and unclassified cell types (illustrated Fig. 3A) 

were already present at early age (Fig. 3C). Moreover, lamina IIi interneurons exhibited 

mainly a radial cell-like morphology from the first (57.1%) to the four (62.5%) postnatal 

weeks (Fig. 3B).   

 

Cell bodies development  

Three distinct soma shapes have been previously described into the adult MDH: 

spherical, fusiform, and multipolar (Alba-Delgado et al., 2015; Peirs et al., 2014). We thus 

investigated the development of each of them: i) spherical soma, characterized by an orbed-

like shape with analogous RC, DV and ML length, ii) fusiform soma, described as a typical 

spindle-like shape, and iii) multipolar soma displayed multiple neuritic origins. At the first 

postnatal week, these three morphology types of soma were clearly distinguishable (1wk, Fig 
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4A). The proportion of each morphological type evolved similarly from the earlier period 

(42.8 % spherical, 28.6 % fusiform, 28.6 % multipolar; 1 wk, Fig. 4B) to the later stage (4 

wk, 50 % spherical, 18.8 % fusiform, 31.2 % multipolar; 4 wk, Fig. 4B). In addition, lamina 

IIi interneurons with spherical soma shape were more abundant than those with fusiform or 

multipolar soma shape at almost all developmental ages (except at 2wk). Interestingly, adult 

interneurons displayed significantly bigger cell body volume compared to younger ones (p < 

0.0001, F(3,37)=15.35; Fig. 4C). However, this increase in soma size concerns all the type of 

soma shape (Fig. 4C). 

 

Together, all of these results show that the morphology of lamina IIi interneurons 

evolves throughout the first postnatal months. Nevertheless, they showed different temporal 

pattern. The number of branches, nodes and terminal points decrease progressively with age, 

whereas their branches length and their soma size are stable the three first postnatal weeks 

and increase in size from the third to the four postnatal weeks.  

 

Specific electrophysiological properties in LIIi interneurons changes with age 

 

Membrane and action potential properties development 

Results for passive and active membrane properties are summarized in Table 2. 

During the first postnatal month, the MDH interneurons underwent a lot of changes in their 

physiological properties. While no differences in the capacitance has been observed from the 

first to the four postnatal weeks (p = 0.47; F(3,72) = 0.8), the resting membrane potential 

(RMP) became more hyperpolarized (p < 0.0001, F(3,72) = 10.2) and the input resistance (Rin) 

decreased significantly (p = 0.0007; F(3,71) = 6.4; Fig. 5A1 and A2 top and bottom, 

respectively). Action potential (AP) waveforms were also different in younger lamina IIi 

interneurons compared from those at later ages (Fig. 5B1). The duration significantly 

decreased with age (p < 0.0001, F(3,64) = 15.6; Fig. 5B2, top), while the AP amplitude was 

similar during development (p = 0.03, F(3,64) = 3.2; Fig. 5B2, bottom). 

 

Developmental evolution of excitability 

In order to investigate the changes in membrane excitability, we determined the 

rheobase and the development of firing profile using step-current injections of increasing 
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amplitude (Fig. 6A1). The mean rheobase significantly increased from one to four postnatal 

week (p = 0.0014, F(3,67) = 5.8; Fig. 6A1, 6A2). We observed two postnatal stages: a first 

period including the two first postnatal weeks with no changes, followed by a progressive 

increase of the rheobase. These results suggest that the lamina IIi interneurons are more 

easily excitable during the early stages of postnatal development compared to adult ones.  

We next studied the evolution of firing pattern, according to the AP discharge generated by 

1.5 times the rheobase depolarizing pulse (Fig. 6B1). Previously, our study in adult rat has 

shown four types of responses in MDH lamina IIi (Alba Delgado et al., 2015): single spiking 

(exhibit one AP at current onset), phasic firing (respond with a short burst of AP followed by 

a silent period), tonic firing (characterize by repeated AP at relatively regular rates) and 

irregular firing (exhibit repeated AP occurring at irregular intervals) (Fig. 6B2). During the 

first postnatal week, most of the interneurons displayed a single spiking discharge profile 

(73.3%) and their prevalence then progressively decreased (2wk : 30.4%; 3wk: 29.4% and 

4wk : 15.3%). Tonic profiles were present in all age groups with proportions increasing 

during development (1wk : 20%; 2wk : 39.1%; 3wk: 29.4% and 4wk : 38.4%). Although 

phasic profiles were never observed during the first postnatal week, their prevalence then 

increased (2wk : 21.7%; 3wk: 41.7% and 4wk : 30.7%). Irregular firings were also observed 

but in fewer proportion (< 15 % at each postnatal week except at 3wk). In summary, single 

spike firing was the main profile at early postnatal ages, while tonic and phasic firings were 

mostly found at later ages (Table 2). 

 

Developmental evolution of subthreshold whole-cell currents 

Since hyperpolarization-activated inward current (Ih) and the post-inhibitory rebound 

(PIR) was previously shown to be expressed in adult MDH interneurons (Alba-Delgado, 

2015), we next examined whether the lamina IIi MDH interneurons also exhibit Ih and PIR at 

early ages. Pulses of hyperpolarizing currents in current-clamp mode revealed a time-

dependant rectification of the potential, named hyperpolarizing “sag” (Fig. 7A1) and 

indicative of Ih activation. First, we found that over-half MDH interneurons displayed 

rectification at all postnatal weeks (Fig. 7A2), suggesting that Ih current can be activated 

since the earliest postnatal period. Interestingly, we noticed that it was necessary to inject a 

more important negative current to induce a sag at 4wk [range: -70 to -120 pA] compared to 

1wk [range: -40 to -70 pA]. Among the 61% of rectifying cells at early age, 46% expressed a 
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PIR. However, this proportion was found to decrease with age (31% over 81% of rectifying 

cells at 4wk).  

Previous studies also reported expression of A-type potassium currents in spinal 

dorsal horn (Grudt and Perl, 2002; Ruscheweyh et al., 2004; Smith et al., 2015). We thus 

investigated whether lamina IIi interneurons exhibited these outward currents at the different 

developmental period. Two types of A-currents were differentiated: the slow A-current 

(showing a slow activation and inactivation kinetics, Fig. 7B1, top), and the rapid A-current 

(with rapid kinetics, Fig. 7B1, middle). At early age, A-currents were present in the majority 

of interneurons (77%) and showed almost similar proportion of slow and rapid A-currents 

(44% versus 33%, respectively, Fig. 7B2). The presence of rapid-A current then decreased 

during postnatal development and stabilized at about 20% at 4wk, whereas the proportion of 

interneurons expressing slow A-current do not change from 1wk to 4wk. 

 

Overall, these results suggest that lamina IIi MDH interneurons undergo several 

changes of their physiological properties during the first postnatal month and exhibit Ih and 

the two types of A-currents since the earliest period of development. 
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Discussion 

 
This study provides the first detailed description of the development of morphological 

and electrophysiological properties of MDH lamina IIi interneurons across the first postnatal 

month. During this time window, interneurons exhibit a variety of structural changes 

including: a twofold increase in soma size from the first to the four postnatal weeks; a nearly 

threefold increase in neurite length and a threefold decrease in neurite number, nodes and 

terminal points. Together with these morphological changes, lamina IIi interneurons undergo 

electrophysiological changes, including dramatic changes in passive membrane properties, 

intrinsic frequency and action potential waveform. Such structural and functional maturation 

of lamina IIi interneurons might underlie developmental changes in pain sensitivity. 

 

Morphological development of lamina IIi interneurons 

 

Comparative aspects 

It is well known that in many SNC regions, the morphology of neurons strongly changes over 

the first postnatal weeks. Within cortical or sub-cortical areas, for example, basolateral 

amygdala principal neurons show an increase in dendritic length (Ryan et al., 2014). In 

somatosensory cortex, developing layer V pyramidal neurons also display dramatic changes, 

including increases in the number of basal dendritic segments at specified branch orders and 

in the length of some basal and oblique dendritic segments (Romand et al., 2011). In the 

brainstem or spinal cord, morphological developmental studies mostly focused on motor 

neurons and showed that their dendritic tree develops predominantly postnatally. In hindlimb 

lumbar motoneurons, the number of primary dendrites does not change (Dekkers et al., 

1994), but the length of dendritic branches gradually increases during the 1st postnatal month 

(Ulfhake et al., 1988). In forelimb motoneurons, a dendritic extension followed by a dendritic 

retraction have been described (Ulfhake et al., 1988; Curfs et al., 1993), while in developing 

cat phrenic (Cameron et al., 1991) and rat hypoglossal motoneurons (Nunez-Abades and 

Cameron, 1995), though the total surface area of dendritic arborizations remains unchanged, 

there are dramatic elongation of some dendritic branches and elimination of others (Nunez-

Abades et al., 1994). Only two early studies dealt with the dendritic development of sensory 

neurons (Falls and Gobel, 1979; Bicknell and Beal, 1984). They showed that some substantia 
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gelatinosa neurons in the SDH also undergo postnatal rearrangement of dendrites, with 

suppression of some dendrites and lengthening of others along adult features. The 

discrepancies between these changes can be accounted for by differences in brain areas, 

species, labeling techniques, methods of analysis and heterogeneity in the intrinsic properties 

of the different types of neurons. However, despite these differences, virtually all studies as 

well as our results in sensory MDH lamina IIi interneurons, provide evidence for remodeling 

of the dendritic tree during the 1st month of postnatal life.  

 

Cellular mechanisms of neuritic development 

The settling of the neuronal dendritic tree depends upon a balance between growth promoting 

and growth inhibiting processes. The mechanisms that regulate the postnatal dendritic 

morphogenesis are poorly understood. In spinal motoneurons, it is known that NMDA 

receptor activation can selectively facilitate dendrite growth (Kalb, 1994), possibly through 

promoting the formation of new branches or stabilizing otherwise transient dendritic 

structures. Although there is no study establishing the involvement of NMDA receptors in the 

development of dendritic morphology within the dorsal horn, NMDA receptors are 

developmentally regulated in this region: their concentration is high in neonatal animals 

compared with adults (Gonzales et al., 1993). Moreover, NMDA receptors and specifically 

the NMDA subunit NR2B mRNA, are found throughout all laminae of the dorsal horn 

prenatally and gradually become restricted to lamina II in adults (Watanabe et al., 1994). 

Thus, this developmental regulation might lead to the progressive postnatal development of 

lamina IIi interneuron morphology.  

 

Somatic development 

The soma volume increased nearly three times over the first four weeks of life . This dramatic 

postnatal increase, we report here, is consistent with the results of previous developmental 

studies within the ventral horn. However, the timing of the changes is different. We showed 

that the largest increase in soma size of lamina IIi interneurons occurs from the 3rd to the 4th 

postnatal weeks, while the greatest rate of soma growth of motoneurons innervating the 

hindlimb muscles is during the 2nd postnatal week (Kerai et al., 1995; Westerga and 

Gramsbergen, 1992). The difference might account for the rapid maturation of motor 

behavior during the two first postnatal weeks. Indeed, at the end of the 1st postnatal week, 

animals become able to lift their trunk from the floor and to walk spontaneously (Geisler et 
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al., 1993; Jamon and Clarac, 1998) and the adult pattern of locomotion, characterized by an 

adduction of hindlimbs during the stance phase and smooth movements of the trunk and 

limbs, is already present at the 16th postnatal day (Westerga and Gramsbergen, 1990). 

Compared with locomotion, the adult-type of pain sensitivity appears in later stages of 

postnatal development (Fitzgerald, 2005; Howard et al., 2005). For example, persistent 

mechanical allodynia induced by peripheral nerve injury, develops in rats only when they are 

over 3-weeks old (Howard et al., 2005). This period also corresponds to the maturation of 

sensory fibers and nociceptive circuits (Fitzgerald, 2005). Aß-type afferents contact all 

laminae in early ages and then gradually retract over the first three postnatal weeks to finally 

only contact neurons in lamina IIi and deeper, in the 4th postnatal week (Park et al., 1999; 

Beggs et al., 2002; Koch and Fitzgerald, 2013). 

Interestingly, the main period of soma growth follows that of branches lengthening, i.e. from 

the 3rd to the 4th postnatal weeks. This suggests that the soma grows to specifically produce 

proteins and support the assembly of microtubules for neurite growth (Baas and Lin, 2011).  

 

 

Functional development of lamina IIi interneurons  

 

Comparative aspects 

The 1st postnatal month is also a period of changes in the intrinsic membrane properties of 

dorsal horn interneurons. In rats, the few studies that focused on the development of these 

properties revealed that the very membrane characteristics that change are different according 

to laminae, and within laminae to the classes of interneurons. For example, a significant 

decrease in membrane resistance is observed in neurons located in deep laminae IV-VI 

(Hochmann et al., 1997) but not in those in lamina I (Li and Baccei, 2012). Lamina I 

projection neurons, but not deep laminae interneurons, undergo a decrease in the resting 

membrane potential. In addition to inter-laminae variations, there are also intra-laminae ones. 

Indeed, the capacitance of lamina I neurons that project to the parabrachial region, but not of 

those that project to the peri-acqueducale gray matter, decreases with age. According to 

lamina II interneurons, two studies in mice have concluded some changes in neuronal 

intrinsic properties during development such as a decrease in the resistance and in the resting 

membrane potential (Walsh et al, 2009; Tadros et al, 2012), while no change could be found 

in rats Baccei and Fitzgerald (2005). These discrepancies may reflect the fact that, in the 
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latter study, neurons were not dissociated according to their location within outer or inner 

lamina II. This information is important because not only different populations of neurons 

with specific neurochemical markers are present in each lamina but the postnatal 

development of the same neuronal phenotype might also differ between laminae. For 

example, we recently characterized the development of interneurons expressing the gamma 

isoform of Protein Kinase C (PKC�) that play a key role in mechanical allodynia: these 

interneurons do not appear simultaneously and evolve differently in lamina IIo and IIi during 

the first postnatal weeks (Mermet-Joret et al., 2016). Furthermore, we know that the arrival of 

sensory projections promotes the maturation of sensory spinal circuits (Koch and Fitzgerald, 

2013). Of note, neurons within these two lamina II sub-laminae are not contacted by the same 

afferents (Todd, 2010), and the spatial and temporal maturation of the different sensory fibers 

is different. Therefore, to better understand the maturation of tactile and nociceptive circuits, 

it is essential to discriminate neurons according to their specific localization. 

 

Development of intrinsic properties and Ih currents 

Our data show that significant changes in  the membrane properties of MDH lamina IIi 

interneurons occur throughout the 1st postnatal month. Rin decreases, RMP becomes more 

hyperpolarized, and rheobase is lower in newborn animals compared with adult ones, 

suggesting a developmentally-regulated decrease in the excitability of MDH neurons. 

Moreover, the proportion of the various discharge categories change markedly between the 

1st and the 4th postnatal weeks, such that single spiking dominates in young animals and then 

subsequently decreases in favor of tonic and phasic firings. This developmental decrease of 

single action potential profile appears to be a common feature of developing neurons since it 

has been described in a wide range of neurons within the CNS: retinal ganglion neurons 

(Wang et al., 1997); phrenic and lumbar motoneurons (Martin-Caraballo and Greer, 1999; 

Vinay et al., 2000) or  SDH (Walsh et al., 2009; Tadros et al., 2012).  

More than half of newborn MDH lamina IIi interneurons (60% of the cells) exhibit a 

membrane potential rectification (‘‘sag’’) in response to negative current steps. Sag is 

produced by inward rectification current (Ih), which has not been previously detected in 

spinal sensory neurons before the 2nd postnatal week and in very small proportions (Walsh et 

al., 2009). Our present results in rats are thus at odds with those in mice. Several possible 

explanations can be proposed for such discrepancy: differences between rat and mouse, or 

between spinal or medullary dorsal horn neurons, or protocols used to detect Ih currents. 
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Indeed, in our study, -90 mV hyperpolarizing pulses were not strong enough to detect the 

expression of this current: it required greater hyperpolarizing pulses. Nonetheless, our data 

are consistent with other developmental studies in other sensory neurons. In quail, Ih currents 

are first detected at around embryonic day 10 in both trigeminal and dorsal root ganglia (TG, 

DRG) and are present in 75% of neurons on the 1st postnatal day (Schlichter et al. 1991). In 

rats, Ih is also found in the majority TG neurons at every age (from one to more than 30 

postnatal days) and hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) channels 

carrying Ih are showed to be expressed early in development (Cho et al., 2011).  

 

 

Conclusion  

 

This study demonstrates that the lamina IIi interneurons undergo significant transformations 

during postnatal development. These changes in neuronal morphology likely contribute to the 

physiological development of neurons. For example, the decrease of input resistance with age 

is consistent with the important increase in neurons soma volume during postnatal 

development. However, further studies are needed to determine whether there is a direct 

relationship between the morphological, such as branches length and number, and electrical 

modifications of interneurons during development.  

In addition to these many changes throughout the first postnatal month, lamina IIi 

interneurons receive both appropriate and inappropriate connections from the periphery 

(Fitzgerald, 2005) and supraspinal structures (Fitzgerald and koltzenburg, 1986; Curfs et al., 

1994; Park et al., 1999) and some proteins involved in pain appear, whereas others disappear 

(Charlton and Helke, 1986; Kar and Quirion., 1995; Nandi et al., 2004; Mermet-Joret et al., 

2016). All these combined changes certainly contribute to the maturation of pain sensitivity 

during the postnatal period (Holmberg and Schouenborg, 1996; Nandi and Fitzgerald, 2005; 

Fitzgerald, 2005; Howard et al., 2005). 
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Legend 
 

 

Figure 1: Morphometric analyses of lamina IIi interneurons.  

(A) Representative neuronal arborisation showing the primary (red), secondary (yellow), 

tertiary (purple) and quaternary (green) branches, with the nodes corresponding to each 

intersection, and terminal points.  

(B) Diagram showing morphometric parameters assessed: DV, dorsoventral neuritic field 

span, ML or RC, mediolateral or rostrocaudal neuritic field span, DS, neuritic spread from 

centre of soma to the dorsal limit, VS, neuritic spread from the center of soma to the ventral 

limit. The measures (in µm) were done according to the lamina II surface.  

(C) Scatter plot of DS/VS versus (ML or RC)/DV showing data from all individual neuron 

without consideration of the age period. The dotted lines represent the DS/VS ratio of 1.2 and 

(ML or RC)/DV ratio of 1.5 used to distinguish the three categories: central, radial and 

vertical cells. Interneurons classified in discordance with the visual inspection were 

considered as “unclassified cell” category. 

 

 

Figure 2: Developmental changes in the morphology of lamina IIi interneurons during 

the first postnatal month.  

(A) Representative reconstructions of interneurons at 1wk and 4wk. Abbreviations: D, dorsal; 

V, ventral; M, medial; L, lateral; wk, postnatal week. Scale bar = 20 µm.  

(B-C) Scatter-plot graphs showing the postnatal evolution of total branches length (B1) and 

number (C1). Development of each branches type: primary, secondary, tertiary, and 

quaternary branches length (B2) and number (C2) is illustrated by their mean ± SEM in bar 

histograms.  

(D-F) Scatter-plot graphs showing the postnatal evolution of the number of terminal points 

(D), the number of nodes (E), the total field area (F), and the fractal dimension (G).  

Each point of the scatter-plot graphs represents an individual interneuron and the horizontal 

lines correspond to the Mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 

by one-way ANOVA followed by Holm-Sidak’s post hoc. (black stars: 1wk vs 2-3 or 4wk ;  

blue stars: 2wk vs 3 or 4wk ; orange stars: 3wk vs 4wk).  
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Figure 3: Developmental evolution of the different morphological types of lamina IIi 

interneurons.  

 (A) Representative neuronal reconstructions showing the 4 morphological types: radial, 

central, vertical and unclassified cells. The dashed lines represent the limit of each lamina. 

Abbreviations : LI, lamina I; LIIo, outer part of lamina II; LIIi, inner part of lamina II; LIII, 

lamina III; Scale bare = 20 µm.  

(B) Evolution of the proportion of interneurons (%) according to the different morphological 

types (n=number of neurons). 

 

Figure 4: Developmental evolution of the soma according to their morphology.   

(A) Representative photomicrographs of filled interneurons with neurobiotin showing the 

three types of cell body : spherical, fusiform and multipolar at 1wk (up) versus 4wk (down).  

Scale bare = 10 µm.  

(B) Evolution of the proportion of interneurons (%) according to the soma shape. 

(C) Postnatal evolution of the volume of soma (µm3) according to their shapes. Each point 

represents an individual interneuron and the horizontal lines correspond to the mean ± SEM. 

***P < 0.001, ****P < 0.0001 by one-way ANOVA followed by Holm-Sidak’s post hoc. 

(black stars: 1wk vs 2-3 or 4wk ;  blue stars: 2wk vs 3 or 4wk ; orange stars: 3wk vs 4wk).  

 

Figure 5: Developmental evolution of membrane and action potential (AP) properties.  

(A) Passive properties development from 1 to 4 postnatal weeks. (A1) Example of voltage 

responses at 1wk (black trace) versus 4wk (grey trace) to hyperpolarizing current steps 

(below). The membrane potential was designated as the resting membrane potential (RMP). 

The input resistance (Rin) was calculated based on ΔV and ΔI. (A2) The developmental 

changes of RMP (up) and Rin (down) are shown in scatter-plots graphs.  

(B) Postnatal evolution of action potential properties. (B1) Voltage recordings depicting the 

parameters characterized: AP amplitude and half-width. The up trace corresponds to 1wk AP 

example and the down trace corresponds to 4wk AP example. (B2) The developmental 

changes of AP half-width (down) and AP amplitude (up) are shown in scatter-plots graphs.  

Each point of the scatter-plot graphs represents an individual interneuron and the horizontal 

line corresponds to the mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 
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by one-way ANOVA followed by Holm-Sidak’s post hoc. (black stars: 1wk vs 2-3 or 4wk ;  

blue stars: 2wk vs 3 or 4wk ; orange stars: 3wk vs 4wk). wk, postnatal week. 

 

Figure 6: Developmental evolution of excitability in lamina IIi interneurons.  

(A) Postnatal evolution of Rheobase (A1) Example of neuronal responses to depolarizing 

current injections at 1wk versus 4wk. The current necessary to trigger the first action 

potential was noted as the rheobase. (A2) The developmental changes of Rheobase is shown 

in scatter-plots graphs.  

(B) Postnatal evolution of firing profiles. (B1) Examples of firing patterns evoked by 

depolarizing current injection of 1.5 x Rheobase. (B2) Evolution of the proportion of 

interneurons (%) according to the four different firing patterns (n = number of neurons).  

Each point of the scatter-plot graphs represents an individual interneuron and the horizontal 

line correspond to the Mean ± SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 by one-way 

ANOVA followed by Holm-Sidak’s post hoc. (black stars: 1wk vs 2-3 or 4wk ;  blue stars: 

2wk vs 3 or 4wk ; orange stars: 3wk vs 4wk). wk, postnatal week. 

 

Figure 7: Prevalence of subtreshold currents in lamina IIi interneurons across the first 

postnatal month.  

(A) Postnatal evolution of “sag” and Post-inhibitory rebound expression (PIR). (A1) 

Hyperpolarizing current step (bottom) induces voltage-responses showing either the absence 

of rectification (non-rectifying cell) or the typical hyperpolarizing “sag” (arrowhead, 

rectifying cell). (A2) Evolution of the proportion of interneurons (%) according to their 

expression of sag and PIR (n=number of neurons).  

(B) Postnatal evolution of IA-like currents. (B1) Representative traces showing slow-A and 

rapid-A currents induced by hyperpolarization of interneurons from a membrane potential of 

-65mV to -90 mV and then to -40 mV (bottom trace). (B2) Evolution of the proportion of 

interneurons (%) according to their expression of slow-IA, rapid-IA or no IA (n=number of 

neurons). wk, postnatal week. 
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Dans le Sp5C, comme dans la moelle épinière, les neurones des couches superficielles 

sont caractérisés par l’expression de phénotypes particuliers, et de morphologies et propriétés 

électrophysiologiques spécifiques. Les différences de sensibilité entre les nouveau-nés et les 

adultes peuvent être dues, en partie, à une maturation tardive de ces interneurones. Ce postulat a 

en effet été proposé dans plusieurs études réalisées au niveau spinal (Walsh et al., 2009, Tadros et 

al., 2012 ; Li and Baccei, 2012 ; Baccei and Fitzgerald, 2005). Dans le Sp5C, les travaux que nous 

avons effectués ont permis de montrer que les interneurones des couches superficielles subissent 

également un grand nombre de changements au cours des premières semaines postnatales. Nous 

avons tout d’abord mis en évidence que les interneurones qui expriment le phénotype PKCγ ont 

une maturation spatiale et temporelle différente en fonction des couches étudiées. Puis, l’étude 

développementale des propriétés morphologiques et membranaires de l’ensemble des neurones 

de la couche IIi a permis d’identifier de profonds remaniements structuraux ainsi que des 

changements fonctionnels.  

1- Evolution des interneurones PKCγ 

Les trois premières semaines postnatales sont une période critique pour le 

développement des interneurones PKCγ. Néanmoins, ce développement n’est pas identique 

entre les différentes couches inspectées. En effet, les couches les plus superficielles I et IIe 

contiennent déjà des interneurones PKCγ dès le stade le plus précoce de notre étude, mais la 

densité des neurones évolue peu par la suite. La couche III contient également des interneurones 

PKCγ aux stades précoces, mais contrairement aux couches I et IIe, la densité d’interneurones 

PKCγ dans la couche III va diminuer significativement dès la fin de la deuxième semaine 

postnatale. A l’inverse, les interneurones PKCγ n’apparaissent dans la couche IIi qu’à la fin de la 

première semaine postnatale, puis leur densité augmente rapidement pour atteindre un patron 

d’expression mature à la fin de la deuxième semaine postnatale.  

Plusieurs hypothèses peuvent être envisagées pour comprendre cette augmentation au sein de la 

couche IIi. Dans un premier temps, nous avons testé l’hypothèse d’une prolifération cellulaire. 

Chez les mammifères, une étude récente a mis en évidence le fait que la neurogenèse n’est pas 

restreinte aux stades embryonnaires, mais perdure à l’âge adulte dans des neurones 

GABAergiques localisés dans la CDS  (Shechter et al., 2007). Dans notre étude,  l’injection de 

BrdU pendant la période correspondant à l’apparition des interneurones en couche IIi, ne nous a 

pas permis d’observer de neurogenèse des interneurones PKCγ spécifiquement. La seconde 
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hypothèse que nous avons avancée était une migration des interneurones de la couche III vers la 

couche IIi. Cette hypothèse a été suggérée dans plusieurs études réalisées au niveau cortical, par 

exemple la migration des neurones corticaux dans la couche IV vers leur destination finale a pu 

être inhibée entre 1 et 3 jours après la naissance (Adle-Biassette et al., 2007). Cependant, dans 

notre étude, cette hypothèse est peu probable car l’évolution des interneurones des couches IIi et 

III n’est pas concomitante : la population d’interneurones PKCγ est stable dans la couche III 

alors qu’elle augmente dans la couche IIi, et lorsque leur densité atteint un patron mature dans la 

couche IIi, le nombre d’interneurones diminue dans la couche III. Une dernière hypothèse, la 

plus probable, serait que des neurones précurseurs existants restent dans un état postmitotique 

pendant une certaine période avant d’acquérir leur phénotype final et exprimer la PKCγ. Cette 

acquisition tardive d’un phénotype dans des neurones précurseurs a déjà été démontrée dans les 

neurones du DRG immunoréactifs pour le CGRP, la SP et l’IB4 (Farel, 2002, 2003).  

En ce qui concerne les interneurones de la couche III, nous avons observé une diminution très 

importante de leur nombre dès la fin de la deuxième semaine postnatale. Si cette diminution ne 

semble pas être due à une migration des interneurones PKCγ (voir ci-dessus), elle pourrait être 

expliquée par une perte de phénotype ou une mort neuronale. En effet, lorsque l’on regarde le 

nombre de neurones totaux (marquage neuronal, NeuN), une diminution est bien présente à ces 

stades.  

L’existence de sous-populations de neurones PKCγ, caractérisées par leurs localisations, 

le type d’afférences qu’ils reçoivent, leurs phénotypes, leurs morphologies ou encore leurs 

propriétés physiologiques, peut expliquer l’évolution différente de ces neurones dans chaque 

couche. Par exemple, les neurones PKCγ localisés dans la couche I sont principalement des 

neurones de projections (Polgár et al., 1999), alors que ceux localisés dans la couche II sont des 

interneurones (Gutierrez-Mecinas et al., 2016; Peirs et al., 2014). De plus, nous savons que 

l’arrivée des projections sensorielles favorise la maturation des circuits sensoriels spinaux (Koch 

and Fitzgerald, 2013). Or, non seulement les neurones de ces deux couches ne sont pas contactés 

par les mêmes afférences, mais en plus la maturation spatiale et temporelle de l’ensemble des 

fibres sensorielles n’est pas identique (Aita et al., 2005a; Beggs et al., 2002; Fitzgerald, 1987; 

Jackman and Fitzgerald, 2000; Lorenzo et al., 2008; Pignatelli et al., 1989). Les afférences 

nociceptives de type C contactent les neurones de la couche I dès les stades embryonnaires pour 

devenir matures au cours de la deuxième semaine post-natale, alors que les afférences non-

nociceptives de type Aβ contactent l’ensemble des couches superficielles aux stades précoces 
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puis vont se rétracter et ne contacter les neurones des couches IIi-V qu’à partir de la troisième 

semaine post-natale (Koch and Fitzgerald, 2013).  

D’autre part, nous savons qu’au sein d’une même couche les interneurones PKCγ ont des 

caractéristiques phénotypiques mais aussi morphologiques et électrophysiologiques différentes. 

Au niveau spinal, certains interneurones PKCγ expriment d’autres marqueurs comme la 

neurotensine (76%) ou la somatostatine (45%) (Polgar et al., 1999). Dans le Sp5C, 5.9 % des 

interneurones PKCγ expriment la calbindine, 5.6 % la calrétinine et 4.1% la parvalbumine (Ni et 

al., 2002). Notre équipe a également montré récemment qu’il existait au moins deux sous-

populations d’interneurones PKCγ (centrale et radiale) au sein de la couche IIi de la corne 

dorsale bulbaire (Alba-Delgado et al., 2015), et ces sous-populations ont des caractéristiques 

physiologiques qui leur sont propres. Par exemple, la résistance membranaire et la rhéobase des 

interneurones PKCγ centraux sont inférieures à celles des interneurones PKCγ radiaux. De plus, 

70% des interneurones PKCγ centraux ont un profil de décharge tonique, contre moins de 30% 

des interneurones PKCγ radiaux. L’ensemble de ces données suggèrent que les interneurones 

PKCγ constituent une population hétérogène, avec un développement différent en fonction des 

couches, et qui pourrait également varier à l’intérieur d’une même couche selon le sous-type 

d’interneurones PKCγ étudié. 

 

2- Influence des afférences sensorielles et descendantes  

sur le développement des interneurones PKCγ dans la couche IIi du Sp5C 

Nous avons montré que les interneurones PKCγ de la couche IIi apparaissent 

progressivement au cours de deux premières semaines post-natales. Durant cette période, de 

profonds remaniements des fibres qui transmettent l’information tactile (Beggs et al., 2002) et 

douloureuse (Fitzgerald, 1987) ont lieu. La rétractation des fibres Aβ des couches superficielles I 

et IIe aux stades précoces vers les couches IIi à V chez l’adulte dépend de l’activité des fibres C 

(Torsney et al., 2000). Or, les fibres C deviennent justement matures au cours de la deuxième 

semaine postnatale chez le rat (Beggs et al., 2002), ce qui semble coïncider avec le 

développement des interneurones PKCγ. Nous avons donc émis l’hypothèse que ce 

développement progressif des interneurones PKCγ serait lié à l’apparition des fibres 

nociceptives. Pour répondre à cette question, un traitement néonatal à la capsaïcine a été 

administré deux jours après la naissance des ratons, afin d’empêcher le développement des fibres 

C. Dans ces conditions, les animaux une fois adultes présentent une réduction de la réponse face 
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à un stimulus nociceptif. C’est d’ailleurs cette différence de réponse comportementale par 

rapport aux animaux naïfs qui permet de vérifier de manière non-invasive l’efficacité du 

traitement (Szolcsányi et al., 1975). Nos résultats montrent que le traitement néonatal à la 

capsaïcine ne perturbe pas l’évolution des interneurones PKCγ dans le Sp5C, et donc que le 

développement de ces interneurones est indépendant du développement des fibres C.  

Toutefois, l’utilisation d’un test comportemental ne permet pas de savoir dans quelle mesure les 

fibres non-myélinisées sont altérées, ni si certaines fibres sont plus sensibles que d’autres au 

traitement. Dans une étude préliminaire que j’ai réalisée au cours de ma thèse, nous avons donc 

exploré l’effet d’un traitement néonatale à la capsaïcine sur deux contingents de fibres C : les 

fibres CGRP et IB4. Les résultats de cette étude sont présentés en annexe 1. 

 

D’autres facteurs pourraient également influencer le développement des interneurones 

PKCγ, par exemple le développement des voies descendantes et notamment des voies 

sérotoninergiques. Nous avons vu dans le chapitre I que les contrôles descendants 

sérotoninergiques jouent un rôle majeur dans la modulation de la douleur en agissant sur la 

transmission nociceptive au sein de la CDS et du Sp5C (pour revue Bardin, 2011; Okamoto et 

al., 2007). A la naissance, les afférences sérotoninergiques qui projettent dans la CDS sont 

considérablement moins denses que chez l’adulte. La densité des fibres augmente au cours des 

premières semaines postnatales pour atteindre un profil d’expression mature 14 jours après la 

naissance dans la CDS cervicale (Bregman, 1987). Or, nous avons vu que l’expression de la 

PKCγ apparait dans la couche IIi à la fin de la première semaine postnatale et que la densité 

d’interneurones immunoréactifs pour la PKCγ augmente progressivement pour devenir mature à 

la fin de la deuxième semaine de vie. Une hypothèse serait donc que le développement des 

interneurones PKCγ serait lié à l’apparition des fibres sérotoninergiques. Parmi les récepteurs 5-

HT qui pourraient agir sur les interneurones PKCγ, les récepteurs 5-HT2A sont particulièrement 

intéressants pour plusieurs raisons. Tout d’abord, ces deux protéines ont le même patron 

d’expression au niveau des interneurones excitateurs de la couche IIi de la CDS (Doly et al., 

2004) et du Sp5C (Fay and Kubin, 2000). De plus, elles ont un rôle plutôt facilitateur de la 

douleur (Kayser et al., 2007; Malmberg et al., 1997b; Nakajima et al., 2011; Ohsawa et al., 2001; 

Okamoto et al., 2005; Thibault et al., 2008; Van Steenwinckel et al., 2008) et l’une et l’autre 

semblent être impliquées dans la même voie de transduction, la voie des PLC (Codazzi et al., 

2006; Hannon and Hoyer, 2008). Dans une étude préliminaire que j’ai réalisée durant mon travail 

de thèse, nous avons donc tenté de déterminer si la sérotonine et l’agoniste du récepteurs 5-
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HT2A sont capables de moduler les propriétés électrophysiologiques et morphologiques des 

interneurones PKCγ au cours du développement. Cette étude est présentée dans l’annexe 2. 

 

3- Evolution postnatale des propriétés électrophysiologiques  

des interneurones de la couche IIi du Sp5C 

Le premier mois postnatal constitue également une période de profondes modifications 

des propriétés membranaires et de l’excitabilité des interneurones de la couche IIi du Sp5C. En 

effet, le potentiel de repos s’hyperpolarise, la rhéobase augmente au cours du développement, et 

les profils de décharge sont également modifiés avec l’âge. Chez le jeune, les interneurones ont 

un profil de décharge majoritaire à PA unique, tandis que les interneurones présentent des profils 

de décharge de types tonique et phasique chez l’adulte. Ces résultats suggèrent que les 

interneurones de la couche IIi du Sp5C sont plus excitables chez le jeune par rapport à l’adulte. 

Même si des résultats similaires ont été observés chez la souris au niveau de la couche II de la 

CDS (Walsh et al., 2009; Tadros et al., 2012), le décours temporel de ces modifications est 

différent entre les neurones enregistrés au niveau de la moelle épinière et ceux enregistrés dans le 

Sp5C. En effet, au niveau spinal, la majorité des propriétés membranaires passives sont 

modifiées au stade embryonnaire jusqu’à une période critique que les auteurs définissent comme 

étant comprise entre P6 et P10 (Walsh et al., 2009). En revanche, dans notre étude, la maturation 

de ces mêmes propriétés membranaires se fait essentiellement entre la 3ème et la 4ème semaine 

postnatale. Cela suggère que les interneurones de la couche II lombaire deviennent 

fonctionnellement matures avant ceux du Sp5C.  

D’autre part, contrairement à la CDS (Walsh et al., 2009; Tadros et al., 2012), nous avons 

observé des courant Ih dans le Sp5C, et ceci avant la deuxième semaine postnatale et dans des 

proportions beaucoup plus importantes. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’un protocole de 

voltage imposé à -90mV utilisé dans leurs études ne soit pas suffisant pour déclencher les 

courants Ih. Néanmoins, d’autres études développementales semblent corroborer l’existence de 

ces courants à des stades précoces (Schlichter et al., 1991). De plus, les courants Ih sont médiés 

par l’activation des canaux HCN qui, dans le ganglion spinal, sont présents à la naissance et 

deviennent fonctionnels progressivement au cours du développement (Hou et al., 2015). Dans 

les neurones sensoriels trigeminaux, les courants Ih sont également actifs dès la naissance, et leur 

rôle s’intensifie au cours du développement, notamment dans la régulation de l’excitabilité (Cho 

et al., 2011).  
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4- Evolution postnatale des propriétés morphologiques 

des interneurones de la couche IIi du Sp5C 

Il est connu que des modifications morphologiques des neurones du SNC ont lieu en 

période néonatale au niveau supraspinal (van Pelt and Uylings, 2002; Romand et al., 2011; Ryan 

et al., 2014), comme au niveau spinal (Curfs et al., 1993; Ulfhake et al., 1988). Une étude réalisée 

au début des années 80 dans la couche II de la CDS révèle, grâce à la coloration de Golgi, 

l’existence de modifications au sein de l’arborisation dendritique, avec un élagage des branches 

compensé par une augmentation de la longueur au cours du développement (Bicknell and Beal, 

1984). Aujourd’hui, de nouvelles méthodes de coloration et l’utilisation d’outils informatiques 

nous permettent d’aller encore plus loin dans l’analyse de l’arborisation neuronale. Nos résultats 

montrent que la morphologie des interneurones change drastiquement au cours du premier mois 

postnatal. En plus de l’augmentation de la taille du corps cellulaire, les interneurones subissent 

un élagage de leurs dendrites, que ce soit des dendrites simples ou ramifiées, les branches multi-

ramifiées chez le jeune deviennent majoritairement dichotomiques chez l’adulte, et la longueur 

des dendrites restantes augmente. Ces résultats suggèrent que les dendrites de ces interneurones 

sont des structures extrêmement plastiques. Cette plasticité permettrait le raffinement des 

connexions synaptiques pour permettre aux neurones d’effectuer les contacts synaptiques 

adéquats pour leur fonctionnement mature.  

De plus, la principale période de croissance du soma coïncide avec l’allongement des branches, à 

savoir entre la 3e et la 4e semaine postnatale. Le soma pourrait alors augmenter afin de produire 

des protéines et permettre l'assemblage des microtubules nécessaires à la croissance des neurites 

(Baas and Lin, 2011). 

Les mécanismes sous-jacents de ces modifications des neurites sont actuellement 

inconnus dans la corne dorsale. Au niveau de la corne ventrale, il a été montré que l’activation 

des récepteurs NMDA favorisait la croissance des dendrites des motoneurones (Kalb, 1994). A 

ce jour, aucune étude n’a mis en évidence de résultat similaire au niveau des neurones sensoriels. 

En revanche, il a été montré au début des années 2000 que les récepteurs NMDA sont 

indispensables à la maturation postnatale des fibres sensorielles, notamment, en favorisant la 

rétractation des fibres A des couches superficielles vers les couches profondes (Beggs et al., 

2002). Nous savons également que l’expression de certaines sous-unités du récepteur NMDA au 

niveau de la corne dorsale est modifiée au cours du développement. Avant la naissance, les 

récepteurs NMDA tout comme l’ARNm qui code pour la sous-unité NR2B, sont localisés dans 

l’ensemble des couches de la corne dorsale puis leur expression évolue progressivement pour 
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devenir limitée à la couche II chez l’adulte (Watanabe et al., 1994). La sous-unité NR3B n’est pas 

détectable à la naissance et apparaît seulement à P7 chez le rat pour augmenter jusqu’à P21 où un 

patron d’expression mature est atteint (Green and Gibb, 2001; pour revue Low and Wee, 2010). 

Les récepteurs NMDA pourraient donc jouer un rôle dans le développement postnatal de la 

morphologie des interneurones de la lamina IIi. 

La croissance dendritique pourrait également être modulée par l’intervention de 

neurotransmetteurs comme la sérotonine, et notamment via l’activation des récepteurs 5-HT2A. 

On sait en effet que ces récepteurs jouent un rôle dans la régulation du nombre de synapse au 

niveau de la moelle épinière embryonnaire de poulet (Niitsu et al., 1995). De plus, l’activation des 

récepteurs 5-HT2A à la sérotonine favorise l’association des microtubules et donc la croissance 

des dendrites (Ohtani et al., 2014). Etant donné que les afférences sérotoninergiques contactent 

la CDS spinale progressivement au cours des premières semaines postnatales (Bregman, 1987), il 

est donc possible que la sérotonine, via l’activation des récepteurs 5-HT2A, joue un rôle dans 

l’augmentation progressive de la taille des dendrites des neurones de la couche IIi.  

 

Comme le soma des motoneurones lombaires innervant les muscles des membres 

postérieurs (Kerai et al., 1995; Westerga and Gramsbergen, 1992), le volume du soma des 

interneurones de la couche IIi augmente de manière très importante après la naissance. 

Cependant, cette augmentation se produit plus tardivement pour les interneurones (entre la 3e et 

la 4e semaine postnatale) que pour les motoneurones (au cours de la 2ème semaine postnatale). 

Cette différence pourrait s’expliquer par une maturation plus rapide du comportement 

locomoteur. En effet, à la fin de la 1ère semaine postnatale, les animaux sont déjà capables de 

soulever leur tronc du sol et de réaliser une marche spontanée (Geisler et al., 1993; Jamon and 

Clarac, 1998). De plus, on considère que les animaux sont capables d’avoir une locomotion 

“adulte” à la fin de la 2ème semaine postnatale (Westerga and Gramsbergen, 1990). En revanche, 

la sensibilité à la douleur, elle, met plus de temps à apparaitre (Fitzgerald, 2005; Howard et al., 

2005) et la maturation des fibres sensitives de type Aß se fait tardivement (Park et al., 1999; 

Beggs et al, 2002; Koch and Fitzgerald, 2013).  
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Conclusions et perspectives 

Le jour de la naissance, les rongeurs comme les nouveau-nés humains, sont loin d’être 

matures. Le développement sensorimoteur se déroule au-delà de la troisième année de vie chez 

l’humain (Vasseur and Delion, 2013), et chez le rongeur, la maturation du système nerveux et des 

composants sensorimoteurs s’achèvent au-delà du sevrage, c'est-à-dire au-delà de 21 jours post-

nataux. Par exemple, les ratons ne vont ouvrir les yeux qu’à partir de P14 et ne goutteront à 

l’alimentation solide en plus du lait maternel qu’à partir de P18 (Thiels et al., 1990). La 

nociception est également différente chez le jeune par rapport aux adultes (Fitzgerald, 2005; 

Nandi and Fitzgerald, 2005). Par exemple, la douleur neuropathique persistante chez les adultes 

n’est pas présente chez les animaux juvéniles (Holmberg and Schouenborg, 1996; Fitzgerald, 

2005). De même, lors d’une lésion nerveuse périphérique spinale, l’allodynie mécanique qui en 

résulte ne se développe pas si la lésion a été effectuée avant trois semaines postnatales (Howard 

et al., 2005).  

D’un point de vue cellulaire et moléculaire, la période postnatale constitue donc un véritable 

chantier où les fibres sensorielles se développent, atteignent leur cibles définitives et deviennent 

fonctionnelles (Curfs et al., 1994; Fitzgerald and Koltzenburg, 1986; Park et al., 1999; pour revue 

Fitzgerald, 2005), et où vont apparaître ou disparaitre les neurones et les protéines impliquées 

dans le tact et/ou la douleur (Charlton and Helke, 1986; Kar and Quirion, 1995; Nandi et al., 

2004).  

Au cours de ma thèse, nous avons montré que le Sp5C, lui aussi, est témoin de 

profondes modifications. Ces modifications passent par des changements électrophysiologiques 

et morphologiques des neurones de la couche IIi et par l’acquisition tardive du phénotype PKCγ. 

Dans une étude publiée récemment par notre équipe, nous avons montré chez l’adulte qu’il 

existe des différences de propriétés électrophysiologiques et morphologiques entre les 

interneurones exprimant la PKCγ et ceux n’exprimant pas cette kinase (Alba-Delgado et al. 

2015). Et d’autre part, au moins deux sous-populations morphologiques d’interneurones PKCγ 

co-existent au stade adulte. Ainsi, de prochaines investigations sont envisagées afin de déterminer 

si ces différences morphologiques et électrophysiologiques observées chez l’adulte sont présentes 

dès les stades précoces et dans le cas contraire, à quel moment ces différences apparaissent. 

Pour conclure, mon travail de thèse a levé le voile sur des modifications 

développementales au sein du Sp5C pouvant, à l’unisson, contribuer aux différences de 

sensibilité entre les jeunes et les adultes.  



 
157 

 
 

 

 

 

 

 

Annexes 

 



 
158 

 
Annexe n° 1 

Etude de l’effet d’un traitement néonatal à la capsaïcine  

sur les fibres nociceptives peptidergiques et non-peptidergiques  

dans le Sp5C chez le rat 

 

Un traitement systémique à la capsaïcine en période néonatale entraine la dégénérescence 

des protoneurones de petit diamètre au sein des ganglions spinaux et trigéminaux, et donc la 

destruction des afférences primaires non-myélinisées (Buck and Burks, 1986; Fitzgerald, 1983; 

Holzer, 1991; Jancsó et al., 1977; Sugimoto et al., 1997). Des études ont montré que la 

destruction de ces fibres par la capsaïcine est une conséquence de dommages mitochondriaux 

(Szöke et al., 2002) ou encore d’un dysfonctionnement du facteur de croissance neural (NGF, 

nerve growth factor) (Otten et al., 1983). Une fois adultes, les animaux présentent une réduction de 

la réponse face à des stimuli nociceptifs. C’est d’ailleurs cette différence de réponse 

comportementale par rapport aux animaux naïfs qui permet de vérifier de manière non-invasive 

l’efficacité du traitement. En 1975, Szolcsanyi et collaborateurs ont développé le test de 

chémosensitivité de la cornée (eye-wiping test), qui sera ensuite utilisé en routine dans les études 

usant de la capsaïcine en période néonatale (Szolcsányi et al., 1975). L’instillation sur la cornée 

d’une solution contenant un agent irritant, le plus souvent de la capsaïcine à faible dose (0.01%), 

provoque des blépharospasmes (contractions involontaires de la paupière) chez les animaux naïfs 

qui en réponse à l’irritation se frottent frénétiquement l’œil avec les pattes antérieures. A 

l’inverse, les animaux dont les fibres nociceptives ont dégénéré à la naissance ne montrent pas de 

gêne suite à l’irritation (Marlier et al., 1990; Nakao et al., 2012). Toutefois, l’utilisation de ce test 

comportemental ne permet pas de savoir dans quelle mesure les fibres non-myélinisées sont 

altérées, ni si certaines fibres sont plus sensibles que d’autres au traitement.  

Des études, pour la plupart réalisées au niveau spinal, ont ainsi cherché à étudier 

quantitativement l’effet d’un traitement néonatal à la capsaïcine sur la densité des différents types 

de fibres-C. Notamment, Hammond et Ruda ont montré en 1991 qu’un traitement néonatal à la 

capsaïcine entraine la dégénérescence des fibres peptidergiques libérant la substance P et le 

CGRP. De manière intéressante, ils ont montré également que cette dégénérescence est 

transitoire puisque ces fibres réapparaissent au cours du développement, malgré le maintien 

d’une absence de réponse comportementale à la douleur (Hammond and Ruda, 1991).  
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Il est tout aussi intéressant de noter qu’il semble exister des différences de réponse à la 

capsaïcine selon la région rostrocaudale étudiée. En effet, Pohl et son équipe ont montré que la 

capsaïcine a plus d’effet sur les fibres CGRP projetant dans la corne dorsale lombaire qu’au 

niveau de la moelle cervicale (Pohl et al., 1990).  

De plus, on sait que la capsaïcine agit sur le récepteur TRPV1 (transient receptor potential 

vanilloide 1) porté par les fibres sensorielles de petit diamètre, notamment par les fibres liant l’IB4 

et les fibres P2X3 (Nakagawa and Hiura, 2006). Or, il existe une différence d’expression du 

TRPV1 entre la CDS et le Sp5C : la CDS possèdent une plus grande quantité de fibres exprimant 

le TRPV1 en LIIi alors que le Sp5C a une densité plus importante de fibres exprimant le TRPV1 

au niveau des couches superficielles I et IIe (Bae et al., 2004). Ceci suggère donc qu’il existe une 

différence d’effet de la capsaïcine entre ces deux structures.  

A ce jour, il existe peu de données concernant l’effet d’un traitement néonatal à la 

capsaïcine sur les fibres nociceptives projetant au niveau du Sp5C. Megumi Aita et ses 

collaborateurs ont montré que la capsaïcine entraine la délétion des fibres peptidergiques libérant 

la substance P, mais pas de celles libérant le CGRP (Aita et al., 2005b, 2008) et ils ne discutent 

pas de l’effet de la capsaïcine sur les fibres non-peptidergiques. De plus, leurs études ont été 

réalisées chez la souris, or on sait qu’il existe des différences anatomiques quant à la projection 

des fibres nociceptives entre le rat et la souris (Neumann et al., 2008).  

Dans notre étude, nous avons donc étudié l’effet d’un traitement néonatal à la capsaïcine sur les 

fibres non-myélinisées peptidergiques (CGRP) et non-peptidergiques (IB4) au sein du Sp5C chez 

le rat. 
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Matériel et méthodes 

Cette étude a été faite en parallèle de l’étude décrite dans le chapitre II. Brièvement, des 

rats ont été injectés avec de la capsaïcine (50mg/kg) 48h après la naissance (à P2). Puis à P21, les 

animaux ont été euthanasiés par une perfusion transcardiaque au paraformaldéhyde et le tronc 

cérébral a été prélevé. 

Des tranches de 30 μm d’épaisseur ont été réalisées au cryostat puis montées sur des 

lames gélatinées. Le lendemain, les coupes ont été rincées 4 fois pendant 5 minutes dans une 

solution de Tris-Buffered Saline (TBS 1X ; pH = 7.4) et bloquées pendant 1h à température 

ambiante dans une solution de TBS contenant 5% de Normal Goat Serum (NGS),  0.3% de 

Triton X-100 et 0.25 % d’albumine de sérum bovin (BSA). Après un nouveau rinçage au TBS, 

les coupes ont été incubées pendant 72 h à 4°C dans une solution de TBS-BSA-Triton avec 5 % 

de NGS contenant les anticorps primaires anti-CGRP et anti-PKCγ (nous permettant ainsi de 

délimiter les couches) (Table 4). 

A la fin du temps d’incubation, les coupes ont été rincées 3 fois pendant 5 minutes dans 

du TBS, puis incubées pendant deux heures soit dans une solution d’anticorps secondaires 

contenant l’anticorps secondaire anti-Guinea Pig couplé à Cy3,  et l’anticorps secondaire anti-

Mouse couplé à Alexa488, le tout dans du TBS-BSA-Triton ; soit dans une solution contenant 

l’anticorps secondaire anti-Guinea Pig couplé à Cy3 et l’isolectine GS-IB4 conjuguée à un 

fluorochrome Alexa 488 (Table 4). Cette glycoprotéine isolée des graines d’une légumineuse 

tropicale africaine (Griffonia simplicifolia) a la particularité de reconnaitre les résidus α-D 

galactose à la surface des fibres-C (Ambalavanar and Morris, 1993). Les coupes ont ensuite été 

rincées 4 fois dans du TBS (4x5 minutes), puis déshydratées par des bains successifs de 2 

minutes dans l’eau distillée, l’éthanol 100, et le Xylène, avant d’être recouvertes de DPX et 

montées sous lamelles. 

Acquisition des images 

Des images ont d’abord été prises sous les objectifs x5, x10, et x20 à l’aide du microscope 

Zeiss Axioplan 2. Puis pour plus de précision, un microscope confocal Zeiss (LSM510) nous a 

permis de réaliser un scan à x40 (avec immersion dans l’huile) sur toute l’épaisseur de la coupe 

(30μm), l’épaisseur de chaque section étant inférieure à 1μm (z-step = 0.38μm). Pour chaque 

acquisition, nous avons utilisé les mêmes paramètres incluant le gain et le seuil, afin d’obtenir une 

conformité dans l’échelle de gris de chaque image. Toutes les images ont ensuite été enregistrées 

au format 8-bit. 
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Analyse des spectres 

L’analyse a été réalisée sur une image issue du tiers moyen de chaque scan. Les fibres 

marquées par un fluorochrome peuvent être identifiées comme des structures curvilinéaires avec 

des variations locales (par exemple des boursouflures). Ces variations peuvent être détectées par 

l’utilisation de la matrice Hessian (Sato et al., 1998). Ainsi, un filtrage basé sur la matrice Hessian 

permet de nettoyer l’image en faisant une extraction des éléments ne correspondant pas à une 

structure curvilinéaire, de s’affranchir des effets de non-uniformité de contraste et de supprimer 

les artefacts. Nous avons donc utilisé ce filtre sur chacune de nos images à l’aide du plugin 

FeatureJ (Feature Hessian) de Fiji. Puis une analyse du niveau de gris nous a permis de 

déterminer l’organisation et la densité des fibres au sein du Sp5C. Pour cela, cinq droites 

parallèles de 200 μm de long et espacées de 25 μm les une des autres (largeur totale = 100 μm) 

ont été dessinées perpendiculairement à la surface externe de la coupe, à la limite entre la 

substance blanche et la LI. L’analyse du niveau de gris le long de chacune des droites a été 

réalisée grâce au plugin Plot Line de Fiji, puis les valeurs obtenues pour chacune des cinq droites 

ont été moyennées.  Les valeurs ont été représentées sous forme de graphiques dessinés sous 

Prism.  

Table 4-Anticorps utilisés

 Anticorps primaires   Anti-CGRP

   Clonalité Polyclonal   Monoclonal
   Espèce Cochon d'inde (Guinea Pig)   Souris (Mouse)
   Concentration 1:500   1:200
   Fournisseur Frontier Institute (Hokkaido, Japan)   Abcam (Royaume-Uni)

  Anticorps secondaires Alexa 488

   Antigène Anti-guinea pig couplé à cy3   Anti-mouse couplé à cy2
   Espèce Chèvre (Goat)   Chèvre (Goat)
   Concentration 1:200   1:200
   Fournisseur Jackson Immunoresearch   Jackson Immunoresearch
Excitation /Emission ~550/570   ~495/519
  Isolectine B4

   Espèce Griffonia Simplicifolia
   Concentration 1:200
   Fournisseur ThermoFisher

Couplé à Alexa 488

  Anti-PKC γ

  Cy3
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Figure 1 : L’injection néonatale de capsaïcine entraine une dégénérescence 
des fibres CGRP-ir et IB4-ir. A, Photographies représentatives de 
l’organisation des fibres CGRP-ir et IB4-ir par rapport aux interneurones PKCγ, 
chez un animal naïf et un animal ayant reçu une injection de capsaïcine à P2. 
B, Plot-profils correspondant aux microphotographies en A. 
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Résultats  

Les fibres CGRP-ir et IB4-ir projettent différemment dans le Sp5C du rat 

Les immunomarquages des fibres-C péptidergiques immunoréactives pour le CGRP 

(CGRP-ir) et non-peptidergiques liant l’IB4 (IB4-ir) montrent qu’elles ont un patron de 

projection différent au sein du Sp5C. En effet, les fibres CGRP-ir projettent dorsalement par 

rapport aux interneurones PKCy c'est-à-dire en LI et LIIe, tandis que les fibres IB4-ir projettent 

dans la partie ventrale de la LIIe et dans la LIIi (Fig. 1A, n=3).  

Le traitement néonatal à la capsaïcine affecte les deux types de fibres 

L’observation des immunomarquages nous a permis de constater que la distribution des 

fibres CGRP-ir et IB4-ir a été affectée par un traitement néonatal à la capsaïcine. En effet, la 

densité des fibres CGRP-ir est diminuée chez les animaux injectés à la capsaicine à P2 par 

rapport aux animaux naïfs. De plus, alors que les fibres forment des amas denses et compacts en 

condition normale, elles semblent être plus lâches chez les animaux injectés à la capsaïcine. 

Concernant les fibres IB4-ir, la diminution de la densité des fibres est évidente chez les animaux 

injectés à la capsaïcine, notamment dans la partie ventrale de la LIIi (Fig. 1A, n=3).  

Ces observations sont confirmées par l’analyse des plot-profils. En effet, l’intensité du niveau de 

gris et la grande quantité de pics sont révélateurs d’une forte densité de fibres chez les animaux 

naïfs, que ce soit pour les fibres CGRP-ir que pour les fibres IB4-ir. En revanche, les plot-profils 

des fibres CGRP-ir et IB4-ir chez les animaux injectés à la capsaicine sont nettement différents et 

révélateurs d’une désorganisation des fibres CGRP-ir et d’une diminution drastique de la densité 

de fibres IB4-ir (Fig. 1B). Que ce soit pour les fibres CGRP-ir ou IB4-ir, les immunomarquages 

et l’analyse des plot-profils indiquent qu’à P21, la délétion des fibres nociceptives n’est pas 

complète. 
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Discussion 

Dans cette étude, nous avons vu qu’en condition normale les fibres nociceptives CGRP-

ir et IB4-ir projettent différemment au sein du Sp5C chez le rat. Conformément à d’autres 

études, les fibres CGRP-ir projettent au niveau des couches les plus superficielles I et IIe, 

dorsalement à la bande des interneurones PKCγ localisés majoritairement en LIIi. Les afférences 

IB4-ir quant à elles projettent au niveau ventral de la LIIe et dans la LIIi (Aita et al., 2005b; 

Ambalavanar and Morris, 1992; Oyamaguchi et al., 2016). De plus, nos résultats montrent qu’un 

traitement néonatal à la capsaïcine entraine une dégénérescence des fibres CGRP-ir et IB4-ir. A 

l’instar d’autres études, nos résultats montrent que l’administration néonatale de 50mg/kg de 

capsaïcine ne suffit pas pour entrainer une délétion complète des fibres (Buck and Burks, 1986; 

Holzer, 1991). Notamment, une étude réalisée au niveau spinal a montré que l’injection 

néonatale de capsaïcine réduit la densité des fibres CGRP-ir observée à 10 jours postnataux au 

niveau de la CDS mais aussi autour du canal central. Or, cette diminution est transitoire car à 6 

semaines, les auteurs observent une augmentation du marquage (Hammond and Ruda, 1991). Au 

niveau du Sp5C,  Aita et ses collaborateurs voient une dégénérescence transitoire des fibres 

peptidergiques libérant la substance P puisqu’elles repoussent dès la 2e semaine de vie pour 

atteindre à 8 semaines une densité similaire à celle des animaux naïfs (Aita et al. 2005b). 

Contrairement à notre étude, Aita et ses collaborateurs n’ont pas observé de diminution des 

fibres CGRP-ir chez la souris (Aita et al., 2008). Pourtant, il a été montré que la capsaïcine 

entraine une dégénérescence des fibres CGRP-ir de la muqueuse buccale, et dans cette même 

étude, les auteurs ont remarqué que la capsaïcine entrainait une délétion des neurones de petits 

diamètre dans le ganglion trigéminal (Mori et al., 1990). Cette différence avec les travaux de Aita 

et al. (2008) pourrait s’expliquer par des différences inter-espèces. En effet, il a été montré que 

des différences anatomiques existent entre les rats et les souris, notamment au niveau de la LII 

chez la souris. En effet, alors que les fibres IB4 projettent en LIIe et LIIi où elles se superposent 

avec les interneurones PKCγ de la CDS de rat (Bailey and Ribeiro-da-Silva, 2006; Lorenzo et al., 

2008), les fibres IB4-ir sont cantonnées dans la LII chez la souris mais ne se superposent pas aux 

interneurones PKCγ. Cette ségrégation des fibres IB4-ir indique que chez la souris, la LIIi peut-

être divisée en LIIi ventrale contenant les interneurones PKC� et en LIIi dorsale (Neumann et 

al., 2008).  

Nos résultats montrent également que l’effet de la capsaïcine sur les fibres CGRP-ir est moindre 

que celui observé sur les fibres IB4-ir. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les fibres CGRP-ir 
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expriment moins le récepteur TRPV1 à la capsaïcine que les fibres IB4-ir (Nakagawa et Hiura, 

2006). 

Ainsi, nos résultats montrent que le pattern de distribution des fibres CGRP-ir et IB4-ir est 

différent au sein du Sp5C du rat naïf. De plus ces fibres sont affectées par un traitement néonatal 

à la capsaicine. A ce jour, il n’existe que peu d’études s’intéressant à  l’effet de la capsaïcine sur les 

fibres projetant au sein du Sp5C du rat, la plupart des études étant réalisées au niveau de la CDS. 

Pourtant il existe des différences d’effets de la capsaïcine entre les niveaux rostrocaudaux (Pohl 

et al., 1990). Et une étude a montré qu’une mutation de la reelin, une protéine impliquée dans le 

développement du système nerveux central, affecte les fibres CGRP et IB4 au niveau cervical 

mais pas au niveau lombaire (Villeda et al., 2006). Quoi qu’il en soit, aucune étude ne s’est encore 

intéressée à comparer l’effet d’un traitement néonatal à la capsaïcine sur les fibres non-

myélinisées au niveau spinal et trigéminal, et ceci sur le même animal. 

Cette étude est en cours à l’heure où cette thèse est écrite et fera l’objet d’une prochaine 

publication. 
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Annexe n°2 

Modulation sérotoninergique des interneurones PKCγ au cours du 

développement, implication des récepteurs 5-HT2A 

La sérotonine est connue depuis longtemps pour jouer un rôle important dans le 

contrôle de la douleur (Bardin, 2011). Chez l’adulte, de nombreuses fibres sérotoninergiques sont 

retrouvées au niveau de la CDS. Les effets de l’application de 5-HT ou d’agonistes 5-HT2A sur 

les neurones des couches superficielles ont conduit à des résultats hétérogènes : certains 

neurones n’ont pas été sensibles, d’autres avaient des modifications des propriétés membranaires 

intrinsèques et présentaient parfois des courants sortants ou bien des courants entrants (Abe et 

al., 2009; Lu and Perl, 2007; Yasaka et al., 2010). Au niveau trigéminal, l’activation des récepteurs 

5-HT2A a permis d’induire une dépolarisation dans certains neurones de la substance gélatineuse 

(Grudt et al., 1995). 

Comme mentionné dans le chapitre I et la discussion de cette thèse, de nombreuses 

similarités existent entre les récepteurs 5-HT2A et la PKCγ. En plus de leur localisation (Doly et 

al., 2004; Fay and Kubin, 2000), leur voie de transduction (Codazzi et al., 2006; Hannon and 

Hoyer, 2008) et leur rôle dans la douleur (Kayser et al., 2007; Malmberg et al., 1997b; Nakajima 

et al., 2011; Ohsawa et al., 2001; Okamoto et al., 2005; Thibault et al., 2008; Van Steenwinckel et 

al., 2008), le développement des interneurones PKCγ dans la couche IIi et des fibres 

sérotoninergiques semble se faire au même moment, c’est-à-dire dans les 15 premiers jours après 

la naissance (Bregman, 1987; Mermet-Joret et al., 2016).  

Ainsi, l’objectif de ce projet consiste à déterminer si la sérotonine est capable de moduler 

les propriétés électrophysiologiques et morphologiques des interneurones PKCγ au cours du 

développement et si cette modulation éventuelle passe par l’activation des récepteurs 5-HT2A. 

Pour cela, nous réalisons des enregistrements en patch-clamp des interneurones PKCγ de la 

couche IIi du Sp5C pendant le 1er mois postnatal. Les résultats présentés sont des résultats 

préliminaires obtenus sur 8 interneurones PKCγ enregistrés aux stades précoces (P6-11) et testés 

avec la 5-HT. 

 

 
 



 
167 

 
 

 
 
 

Figure 1. Les propriétés membranaires de certains interneurones PKCγ du Sp5C sont 
modifiées par l’application de 5-HT 10μM. A, Tracés représentatifs de la réponse des 
interneurones PKCγ suite à l’application de la 5-HT (en mode voltage-clamp). La 5-HT induit un 
courant sortant (outward current, tracé de gauche) dans certains interneurones, et dans d’autres 
n’induit pas de réponse (no outward current, tracé de droite). B, Effet de l’application de 5-HT 10 μM 
sur le potentiel de repos (B1), la résistance membranaire (B2) et la rhéobase (B3). Chaque point 
représente un interneurone avant et après l’application de sérotonine dans le bain. 

 
 
 

 
 
 

TABLE 1 Morphological properties of PKC γ interneurons with or without the application of 5-HT 10 µM

Length of branches (µm)

n Total 
Control 5 13.9 ± 2.9 25.6 ± 6.49 41.4 ± 7.9 15.48 ± 6.6 1.16 ± 0.02    151 ± 20.2

5-HT 10 µm 8 11.6 ± 1.1 27.7 ± 5.5 51.4 ± 8.3 10.06 ± 1.8 1.17 ± 0.01    277.4 ± 44.07

Data represent the mean ± SEM.

15.6 ± 2.8
11.6 ± 1.1

Number of 
nodes

Number of 
terpoints

Field area 
(µm3)

Fractal 
dimension

Volume of 
soma (µm3)

Number of branches

Total
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Résultats préliminaires 

Effet de la 5-HT sur les propriétés électrophysiologiques des interneurones PKCγ aux stades précoces 

Dans 3 interneurones parmi les 8 enregistrés, l’application de 5-HT (10μM) a entrainé un 

courant sortant (Fig.1A) d’une amplitude moyenne de 29 pA. Ce courant sortant a induit une 

hyperpolarisation du potentiel de repos (Fig. 1B1), avec une moyenne de diminution de 46.8 %. 

Les 5 autres interneurones n’ont pas répondu à la sérotonine (Fig.1A). De plus, la sérotonine a 

induit une diminution de la résistance membranaire (-58 %) (Fig. 1B2) et une augmentation de la 

rhéobase (+220 %) (Fig. 1B3) sur la majorité des interneurones (6/8). De manière générale, les 

propriétés des potentiels d’action (PA) n’ont pas été modifiés par l’application de 5-HT. En effet, 

l’amplitude et la durée moyennes des PA des interneurones enregistrés ne sont pas 

significativement différentes avant et après l’application de 5-HT (amplitude : 59.4 ± 6.0 mV vs 

54.7 ± 5.6 mV respectivement ; durée : 3.9 ± 0.4 ms vs 4.1 ± 0.6 ms respectivement). Parmi les 

interneurones enregistrés, 3 avaient un profil de décharge à PA unique, 2 étaient de type tonic et 

2 autres de type phasique. Après l’application de 5-HT, certains interneurones ont changé leur 

profil de décharge. Un interneurone à PA unique est devenu tonique et un autre est devenu 

phasique. Un troisième  interneurone ayant initialement un  profil de décharge de type phasique 

est devenu tonique. 

 

Effet de la 5-HT sur les propriétés morphologiques des interneurones PKCγ aux stades précoces 

L’application de 10 μM de 5-HT pendant toute la durée des enregistrements, n’a pas 

entrainé de modification notable de la morphologie des interneurones PKCγ (Table 1). En effet, 

si on compare par rapport aux interneurones contrôles, la longueur et le nombre de branches, le 

nombre de nodes et le nombre de point terminaux sont sensiblement identiques aux 

internerneurones ayant été baignés dans la 5-HT. De plus, l’organisation dans l’espace des 

interneurones n’est pas modifiée puisque la densité des branches et la dimension fractale sont 

sensiblement identiques entre les interneurones PKCγ avec ou sans traitement à la 5-HT. Seul le 

volume du soma tend à augmenter après application de 5-HT. 
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Conclusions et perspectives 

Ces résultats préliminaires suggèrent que dès leur apparition en couche IIi, certains 

interneurones PKCγ du Sp5C sont susceptibles d’être modulés physiologiquement par la 5-HT. 

En revanche, la morphologie de ces interneurones ne semble par être affectée par la 5-HT. Ces 

résultats contrastent avec des données préliminaires que nous avons obtenues à des stades plus 

tardifs. En effet, l’application de 5-HT (n=5) sur des tranches de Sp5C adulte entraine une 

modification de la morphologie des interneurones PKCγ : une diminution significative du 

nombre de branches, en particulier les branches secondaires, tertiaires et quaternaires a été 

observée. De plus, l’aire totale des interneurones, ainsi que la dimension fractale diminuent après 

l’application de 5-HT. Si ces résultats se confirment, cela pourrait signifier que la sérotonine est 

capable de modifier l’arborisation neuritique des interneurones chez l’adulte mais pas chez le 

jeune.  

Comme nous l’avons mentionné dans la discussion, la croissance dendritique pourrait être 

modulée par l’intervention de neurotransmetteurs comme la sérotonine via l’activation des 

récepteurs 5-HT2A. Une hypothèse serait que la sérotonine ne soit pas capable de modifier 

l’arborisation neuritique des interneurones chez le jeune, car l’expression des récepteurs 5-HT2A 

n’est pas encore mature.  

 

Ainsi, la suite de ce projet va consister i) à confirmer les résultats obtenus lors de 

l’application de 5-HT et ii) à identifier le moment d’apparition des récepteurs 5-HT2A dans le 

Sp5C et son évolution au cours du développement et iii) à déterminer si l’activation de ces 

récepteurs module la physiologie et la morphologie des interneurones PKCγ de façon différente 

chez le jeune et chez l’adulte.  
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Résumé 
 Les premières semaines postnatales sont essentielles pour le développement de la sensibilité à la 
douleur et sont associées à une réorganisation structurelle et fonctionnelle des systèmes sensoriels. Les 
interneurones localisés dans la couche II interne (IIi) du sous noyau caudal du trijumeau (Sp5C), premier relai 
de l’information tactile et nociceptive orofaciale, sont des éléments clés des circuits responsables de l’allodynie 
mécanique orofaciale. L’objectif de ce travail de thèse est d’étudier le développement postnatal, à la fois 
morphologique (en utilisant l’immunohistochimie et l’analyse morphologique tridimensionnelle) et fonctionnel 
(enregistrements en patch-clamp sur tranches de Sp5C), de ces interneurones. 
 Nous nous sommes d’abord intéressés à une population très particulière d’interneurones de la couche 
IIi, qui expriment l’isoforme gamma de la protéine kinase C (PKCγ). Au stade le plus précoce de notre étude (3 
jours postnataux, P3), les interneurones PKCγ sont présents dans toutes les couches superficielles sauf, 
précisément, la couche IIi. Ce n’est qu’à P6 que les premiers interneurones PKCγ peuvent être observés dans 
cette couche. Leur nombre y croît ensuite progressivement jusqu’à P11-15. A cet âge, leur nombre dans la 
couche IIi est quasiment identique à celui observé aux âges plus tardifs. De plus, nous montrons que cette 
augmentation du nombre d’interneurones PKCγ dans la couche IIi n’est liée ni à une prolifération cellulaire ni 
à l’arrivée progressive des fibres afférentes nociceptives dans le Sp5C. 

Nous avons également étudié le développement des interneurones de la couche IIi dans leur 
ensemble. Ces neurones sont l’objet d’un grand nombre de changements morphologiques, aussi bien au niveau 
de leur soma (augmentation du volume) que de leurs neurites (augmentation de leur longueur combinée à une 
diminution de leur nombre et de leurs ramifications). Sur le plan fonctionnel, les neurones de la couche IIi, à la 
naissance, sont plus dépolarisés, ont une rhéobase plus basse – ils seraient donc plus excitables – et montrent 
plus fréquemment un profil de décharge avec un seul potentiel d’action, comparés aux mêmes interneurones 
chez l’adulte.  

 Toutes ces modifications structurelles et fonctionnelles des interneurones de la couche IIi du Sp5C 
pourraient contribuer au développement de la sensibilité orofaciale. 

Abstract 

The first postnatal weeks are pivotal for the development of pain sensitivity and are associated with 
structural and functional reorganization of sensory systems. Interneurons located in the inner part of lamina II 
(IIi) of the caudal trigeminal subnucleus (Sp5C), the first central node in orofacial tactile and nociceptive 
pathways, are key elements in circuits underlying the orofacial mechanical allodynia. The aim of this thesis is to 
study the morphological (by using immunohistochemistry and tridimensional morphological analysis) and 
functional (by using whole-cell patch-clamp recordings) postnatal development of these interneurons. 

First, we looked at a very specific population of lamina IIi interneurons expressing the gamma isoform 
of the protein kinase C (PKCγ). At the earliest stage of our study (3 postnatal days, P3), PKCγ interneurons are 
present in all superficial layers but PKCγ interneurons can be observed in lamina IIi only at P6. The number of 
PKCγ interneurons within this lamina then increases gradually up to P11-15. At this age, the number of PKCγ 
interneurons in lamina IIi is almost the same as that at later ages. Interestingly, we show that neither cell 
proliferation nor the gradual projection of nociceptive fibers within the Sp5C accounts for such increase. 
We also studied the development of the whole population of lamina IIi interneurons. These interneurons 
undergo a large number of morphological changes, in their soma (increased volume) as well as neurites 
(concomitant increase in length and decrease in number and branching). Furthermore, according to 
electrophysiological properties, lamina IIi interneurons, at birth, are more depolarized, have a lower rheobase – 
suggesting that they are more excitable – and exhibit more frequently a single action potential discharge profile 
compared with mature ones. 
 

All these structural and functional changes of lamina IIi interneurons might contribute to the 
development of orofacial sensitivity. 

 

Mots clés: Sp5C, développement postnatal, électrophysiologie, morphologie, interneurones PKCγ 
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