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RÉSUMÉ  
 
Les récepteurs P2X sont des récepteurs canaux cationiques non sélectifs ATP-dépendants 

hautement perméables au calcium et fortement exprimés dans de nombreux tissus. Dans le 

système nerveux central, P2X4 est le récepteur P2X le plus répandu et est impliqué dans divers 

états pathologiques, tels que la sclérose latérale amyotrophique, l'ischémie ou la douleur 

chronique. En conditions physiologiques, il a la particularité d'être constitutivement 

internalisé et de ce fait, se retrouve majoritairement dans des compartiments intracellulaires 

assurant sa faible expression à la surface des cellules. D'autre part, en conditions 

pathologiques, P2X4 est surexprimé à la surface cellulaire, soit dans les neurones et/ou les 

cellules gliales. Cela suggère que les récepteurs P2X4 neuronaux et gliaux peuvent contribuer 

à des mécanismes distincts des différentes pathologies dans lesquelles il est impliqué. P2X4 

joue un rôle clé dans la transduction sensorielle physiologique et pathologique. Il a été 

démontré que des altérations de la signalisation purinergique sont impliquées dans les 

syndromes de douleur chronique avec un rôle central pour les récepteurs P2X4 microgliaux 

dans les modèles de douleur neuropathique. En effet, il a été observé une augmentation de 

l’expression de P2X4 dans la microglie de la corne dorsale de la moelle épinière. De plus, les 

souris neuropathiques déplétées en P2X4 (P2X4 KO) ne présentent pas d’augmentation de 

leur sensibilité mécanique par rapport aux souris neuropathiques contrôles. Néanmoins, lors 

de douleurs inflammatoires chroniques, les récepteurs P2X4 microgliaux ne semblent pas être 

impliqué dans la transduction de la douleur. L'expression de P2X4 a également été rapportée 

dans les neurones sensoriels et les cellules gliales satellites des ganglions de la racine dorsale 

(DRG) au cours de conditions d’inflammation chronique et de neuropathie, qui pourraient 

donc contribuer à ces deux types de douleur. Par conséquent, l'implication neuronale vs gliale 

de P2X4 dans les douleurs neuropathique et inflammatoire reste à être élucidée ainsi que les 

différences observées ente mâles et femelles dans plusieurs modèles de douleur. Dans ce 

contexte, nous avons développé et utilisé un nouveau modèle de souris transgénique dans 

lequel P2X4 est augmenté au niveau de la surface cellulaire soit dans toutes les cellules 

exprimant nativement P2X4 (P2X4 KI) soit dans des populations cellulaires spécifiques : dans 

les neurones (Synapsin-Cre P2X4 KI) ou dans les cellules myéloïdes (CD11b-Cre P2X4 KI). Tout 

d'abord, nous avons montré qu'une augmentation de P2X4 à la surface des cellules myéloïdes, 

chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI est suffisante pour augmenter les sensibilités mécaniques 
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et thermiques à l'état basal, à la fois chez le mâle et la femelle. Cette hyperalgésie est 

également en adéquation avec une hausse de la transmission nociceptive enregistrée in vivo 

dans les neurones de projection de la corne dorsale de la moelle épinière des lignées de souris 

transgéniques correspondantes. Nous avons ensuite montré que le récepteur P2X4 microglial 

était nécessaire au développement et au maintien de la douleur neuropathique chronique 

après une lésion nerveuse partielle du nerf sciatique (SNI). Concernant la douleur 

inflammatoire induite par l'adjuvant complet de Freund (CFA) dans la patte arrière chez les 

différentes souris transgéniques, nos résultats ont indiqué que le P2X4 présent à la surface 

des macrophages mais pas des neurones et des microglies contribue à son développement 

mais n'a aucun effet dans le maintien de la douleur inflammatoire. 

En conclusion, le développement de ces nouveaux modèles de souris transgéniques 

spécifiques à certaines cellules et la combinaison d'approches comportementales, 

électrophysiologiques et histologiques nous ont permis de mieux comprendre le rôle des 

récepteurs P2X4 dans la douleur neuropathique et inflammatoire, tant chez les mâles que 

chez les femelles. 

 

Mots clés : douleur, purinergique, neuropathie, inflammation, microglie, macrophages 
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ABSTRACT 
 
P2X receptors are ATP-gated non-selective cation channels highly permeable to calcium and 

highly expressed in many tissues. In the central nervous system (CNS), P2X4 is the most 

widespread P2X receptor and is involved in various pathological states, such as amyotrophic 

lateral sclerosis, ischemia or chronic pain. It has the particularity to be constitutively 

internalized and as a result, are found predominantly in intracellular compartments ensuring 

its low surface expression, in physiological conditions. On the other hand, in pathological 

condition, P2X4 is overexpressed at the cell-surface, either in neurons and/or glial cells. This 

is suggesting that neuronal and glial P2X4 receptors may contribute to distinct mechanisms of 

pathogenesis. P2X4 is playing a key role in the physiological and pathological sensory 

transduction. Alterations of the purinergic signaling have been shown to be involved in chronic 

pain syndromes with a pivotal role for microglial P2X4 receptors in neuropathic pain models. 

Indeed, P2X4 was observed to be increased in the microglia of the dorsal horn of the spinal 

cord. On the other hand, neuropathic P2X4-depleted mice (P2X4 KO) do not present an 

increase of their mechanical sensitivity as compared to neuropathic control mice. Unlikely, 

during inflammatory chronic pain, microglial P2X4 does not seem to be implicated in the pain 

transduction instead of neuronal P2X4. P2X4 expression was also reported in dorsal root 

ganglia (DRG) sensory neurons during neuropathic and chronic inflammatory conditions as 

well as in satellite glial cells that may contribute to both types of pain. Therefore, the neuronal 

vs. glial implication of P2X4 in neuropathic and inflammatory pain still needs to be unraveled 

and especially its role at the cell-surface level, as well as sexual dimorphism. In this context, 

we developed and used novel transgenic mice model in which P2X4 is increased at the cell 

surface level either in all cells expressing natively P2X4 (P2X4 KI) or in specific cell populations: 

in neurons (Synapsin-Cre P2X4 KI) or in myeloid cells (CD11b-Cre P2X4 KI mice). First, we 

showed that higher surface of myeloid P2X4, in Cd11b-Cre P2X4 KI mice, is sufficient to 

increase mechanical and thermal sensitivities in basal state, in both male and female. This 

hyperalgesia is also in adequation with a functional increase of the nociceptive transmission 

recorded in vivo in the dorsal horn projection neurons of the spinal cord of the corresponding 

transgenic mouse lines. We then showed that microglial P2X4 was necessary for the 

development and the maintenance of the chronic neuropathic pain after spared nerve injury 

(SNI). Regarding inflammatory pain induced by Complete Freund Adjuvant (CFA) in the hind 
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paw in the different transgenic mice, our results indicated that macrophages P2X4 but not 

neuronal and microglial P2X4 contribute to its development but have no effect in the 

maintenance of the inflammatory pain. 

In conclusion, the development of these novel cell-specific transgenic mouse models and the 

combination of behavioral, electrophysiological and histological approaches allowed us to 

unravel the complex implication of P2X4 in neuropathic and inflammatory pain, in both male 

and female. 

 

Keywords : pain, purinergic, neuropathy, inflammation, microglia, macrophages 
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ABBRÉVIATIONS  
 

5-BDBD   5-(3-Bromophenyl)-1,3-dihydro-2H-benzofuro[3,2-e]-1,4-diazepin-2-one 

ADN   Acide désoxyribonucléique 

ADNc   ADN complémemtaire 

AP2   Protéine adaptatrice 2 

ARNm   Acide ribonucléique messager 

ASIC   Récepteur canal sensible à l’acide 

ATP   Adenosine-5’-triphosphate  

BDNF   Facteur neurotrophique dérivé du cerveau 

C-term   Partie C-terminale d’une sous-unité des récepteurs P2X 

CCL2   C-C motif chemokine ligand 2 

CD   Corne dorsale 

CGRP  Peptide lié au gène de la calcitonine 

CIDN   Contrôle inhibiteur diffus 

CPSE   Courant post-synaptique excitateur 

CSF1   Colony stimulating factor 1 

CSF1R   Récepteur du colony stimulating factor 1 

CWU  Coefficient de wind up 

DRG   Ganglion de la racine dorsale 

EAE   Encéphalomyélite auto-immune expérimentale  

Eanion   Potentiel d’inversion des anions 

GAD65   Acide glutamique décarboxylase 65 

GAT   Transporteur du GABA 

GDNF   Facteur neurotrophique dérivé des cellules 

GlyRα3   Récepteur glycinergique α3 

IASP   Association internationale pour l’étude de la douleur 

IHC   Immunohistochimie 

IR   Intensité-réponse 

IRF5   interferon regulatory factor 5 

IRF8   interferon regulatory factor 8 
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IVM  Ivermectine 

KCC2   Co-transporteur potassique et chlorure 

KI Knock-in 

KO Knock-out 

LNP   Lésion de nerf périphérique 

LTMR   Mécanorécepteur à bas seuil 

MA   Maladie d’Alzheimer 

MAFB   V-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homologue B 

MAPK   Protéine kinase activée par les mitogènes 

ME  Moelle épinière 

MN   Motoneurones 

MP   Maladie de Parkinson 

N-term  Partie N-terminale d’une sous-unité des récepteurs P2X 

NGF   Facteur de croissance nerveuse 

NGS   Sérum naturel de chèvre 

NK1   Récepteur de la neurokinine 1 

NTG   Nitroglycérine 

PA   Potentiel d’action  

PAG   Substance grise périaqueducale 

PCT   Plasticité à court terme 

PFA   Paraformaldéhyde 

PGE2   Prostaglandine E2 

PIEZO   Piezo-type mechanosensitive ion channel  

PIPn   Phosphoinositides 

PIV   Pôle in vivo 

PLT   Potentialisation à long terme 

PNI   Lésion de nerf périphérique 

SB   Substance blanche 

SG   Substance grise 

SGC   Cellules gliales satellites 

SEP   Sclérose en plaque 

SLA   Sclérose latérale amyotrophique 
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SNC   Système nerveux central 

SNL  Ligature de nerf sciatique 

SNP   Système nerveux périphérique 

SOPF   Exempt d’organismes pathogènes spécifiques et opportunistes 

TM1   Sous-unité transmembranaire 1 d’une sous-unité des récepteurs P2X 

TM2   Sous-unité transmembranaire 2 d’une sous-unité des récepteurs P2X 

TNC   Noyau caudé trigéminal 

TrkA   Récepteur tyrosine kinase A 

TrkB   Récepteur tropomyosine kinase B 

TrkB-Fc   Agent séquestrant de BDNF 

TRP   Récepteur canal à potentiel transitoire 

TRPV   Transient Receptor Potential Vanilloid  

VNUT   Transporteurs vésiculaires de nucléotides 

VPL   Noyau ventro-postéro-latéral du thalamus 

VPM   Noyau ventro-postéro-médian du thalamus 

WDR   Wide dynamic range 

zP2X4   Récepteur P2X4 de poisson zèbre 
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I. LE SYSTEME PURINERGIQUE 

 

A. Généralités 

 

Initialement découverte en 1929 comme étant la principale source d’énergie des cellules 

(Fiske and Subbarow, 1929; Radford et al., 1997), l’adénosine-5’-triphosphate (ATP) est 

maintenant reconnue comme étant une molécule importante dans la communication et la 

signalisation entre différentes cellules dans tout l’organisme, et en particulier dans le système 

nerveux périphérique (SNP), et le système nerveux central (SNC) (North, 2016). La première 

évidence remonte à la fin des années 50, où il a été montré pour la première fois que des nerfs 

sensoriels étaient capable de libérer de l’ATP (Holton, 1959). Mais ce n’est qu’en 1972 que 

Geoffrey Burnstock, grâce à son travail sur la transmission non adrénergique et non 

cholinergique, proposera le concept de neurotransmission purinergique, attribuant alors à 

l’ATP un rôle de neurotransmetteur rapide (Burnstock, 1972). Cette hypothèse sera validée 

par la suite en démontrant que l’ATP pouvait être colibérée avec d’autres neurotransmetteurs 

tels que le GABA (Jo and Schlichter, 1999) ou le glutamate (Mori et al., 2001) et ce dans le SNP 

et le SNC. Quelques années plus tard, Burnstock proposera l’existence de 2 principales familles 

de récepteurs pouvant être activés soit par des métabolites de dégradation de l’ATP tels que 

l’adénosine (récepteur P1), soit par l’ATP en elle-même (récepteur P2) (Burnstock, 1978) 

(Figure 1). 

 

 

Figure 1: Les différents récepteurs purinergiques   
Les récepteurs P1 sont des récepteurs métabotropiques activés par l’adénosine. Les récepteurs 
P2 sont activés par l’ATP et se divisent en deux familles : les récepteurs P2Y qui sont des 
récepteurs couplés aux protéines G et les récepteurs P2X qui sont des canaux ioniques (d’après 
Abbracchio et al. 2009).  
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Les récepteurs P1, également nommés récepteurs adénosine par la suite  (van Calker et al., 

1979), se subdivisent en 4 sous-types : A1, A2A, A2B et A3. Parmi eux, les A1 et A2A sont les sous-

types les plus abondants du SNC (Fredholm et al., 2005) et sont exprimés à la fois par les 

neurones et les cellules gliales. Ce sont des récepteurs métabotropiques à 7 domaines 

transmembranaires, couplés à des protéines G, respectivement Gi (inhibitrice) et Gs 

(activatrice) et sont localisés principalement au niveau des synapses, aussi bien en pré- qu’en 

post-synaptique. Ils sont présents dans les neurones glutamatergiques mais aussi 

GABAergiques, cholinergiques, dopaminergiques, sérotoninergiques et noradrénergiques 

(Cunha, 2016). Ils participent notamment à la régulation de la transmission synaptique 

excitatrice (Dunwiddie and Masino, 2001) et à la communication neurone/glie (Dare et al., 

2007; Fellin et al., 2006). Ils sont également impliqués dans de nombreuses pathologies telles 

que l’ischémie, la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie d’Huntington, la 

sclérose latérale amyotrophique, la dépression ou encore l’épilepsie (Liu et al., 2019). 

 

Les récepteurs P2 qui sont activés par l’ATP ont eux aussi révélé pouvoir avoir des effets 

cellulaires différents (Shuba and Vladimirova, 1980; Su, 1981), ce qui a mené à leur subdivision 

en 2 classes : les récepteurs P2Y et P2X (Burnstock and Kennedy, 1985). 

Les P2Y sont des récepteurs métabotropiques, à 7 domaines transmembranaires, couplés à 

une protéine G et sont largement exprimés dans le SNC aussi bien au niveau des neurones que 

dans les cellules gliales. Ils sont composés de 8 sous-types : P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, 

P2Y13 et P2Y14 (Abbracchio et al., 2003). Ces sous-types sont couplés à différentes protéines 

G, telles qu’une Gq pour les P2Y1, 2, 4, 6, et une Gi pour P2Y12, P2Y13 et P2Y14. P2Y11 est quant à 

lui capable de se coupler à une protéine Gq mais aussi Gs (Ralevic, 2021). Cette hétérogénéité 

lui confère de nombreux rôles au sein du SNC et notamment dans la neurotransmission, la 

neurogénèse ou encore la communication intercellulaire (Fields and Burnstock, 2006; 

Gerevich and Illes, 2004; Zimmermann, 2006). Différentes études ont également révélé leur 

implication dans différentes pathologies comme l’ischémie, la maladie d’Alzheimer, les 

troubles du sommeil ou la douleur neuropathique (Guzman and Gerevich, 2016). 
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B. Les récepteurs P2X 

 

La deuxième grande famille de récepteurs purinergiques P2 sont les P2X. Elle est composée 

de 7 récepteurs-canaux cationiques non sélectifs qui une fois activés par l’ATP vont entraîner 

un flux entrant de cations calciques et sodiques et un flux sortant de cations potassiques  

(North, 2002). L’expansion de la technique d’isolation de l’ADN complémentaire (ADNc) des 

ARN messagers (ARNm) codant les récepteurs-canaux, dans les années 80 a permis d’identifier 

et de cloner, en 1994, le premier ADNc appartenant à la famille des récepteurs P2X, celui de 

P2X1 provenant de cellules musculaires lisses (Valera et al., 1994), qui fut rapidement suivi de 

P2X2 (Brake et al., 1994). Les 5 autres sous-unités de récepteurs P2X ont ensuite été 

identifiées, par homologie de séquence et PCR, la classification se terminant par la 

caractérisation de P2X7, à la fin des années 90 (Surprenant et al., 1996). 

 

 

1) Structure 

 

En alliant des études biophysiques et des études de mutagénèse, la caractérisation des 

différentes sous-unités P2X a ensuite permis d’émettre les premières hypothèses concernant 

leur structure générale. Une sous-unité serait alors composée d’une partie extracellulaire, de 

2 domaines transmembranaires (TM1 et TM2) et de 2 parties intracellulaires N-terminale et 

C-terminale. Il a ensuite été proposé que les récepteurs P2X étaient formés de 3 sous-unités 

formant alors un trimère fonctionnel (Nicke et al., 1998), ce qui a été confirmé quelques 

années plus tard (Barrera et al., 2005; Mio et al., 2005). Ce n’est qu’en 2009 que l’architecture 

globale et la stœchiométrie des récepteurs P2X fut confirmée et approfondie. En effet, 

l’établissement de la structure cristallisée d’un récepteur P2X4 tronqué de poisson zèbre 

(zP2X4), dans un premier temps dans son état fermé en absence d’ATP (Kawate et al., 2009), 

puis dans son état ouvert, en présence d’ATP (Hattori and Gouaux, 2012), a permis de préciser 

l’organisation tridimensionnelle du récepteur, ainsi que la composition et le rôle des 

différentes sous-unités. La forme générale de chaque sous-unité est souvent comparée à une 

représentation de dauphin, composée d’un corps, d’une tête, d’une queue, d’un aileron dorsal 
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et de 2 nageoires. Chaque partie du corps représentant des régions distinctes et 

structurellement différentes de la sous unité (Figure 2). 

 

Figure 2: Structure des récepteurs P2X 
(A) Structure cristallographique d’une sous-unité du récepteur P2X4 prenant la forme d’un 
dauphin (Hattori and Gouaux, 2012). (B) Représentation schématique de la topologie d’une 
sous-unité des récepteurs P2X (Khakh and North, 2006). (C) Représentation imagée de 
l’architecture trimérique des récepteurs P2X (Kawate, 2017). 
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i. Partie extracellulaire et site de liaison à l’ATP 

 

La partie extracellulaire, aussi appelée boucle extracellulaire, est fortement glycosylée et est 

composée de résidus hautement conservés organisés en feuillets beta et stabilisés par 5 ponts 

disulfures, importants dans le maintien de la conformation du récepteur, sa fonction et son 

adressage à la membrane (Clyne et al., 2002; Hattori and Gouaux, 2012). 

De nombreuses études ont révélé que la boucle extracellulaire contient 8 résidus cruciaux 

pour la liaison de l’ATP (K70, K72, N96, F188, T189, F297, R298 and K316)  (Ennion et al., 2000; 

Fischer et al., 2007; Jiang et al., 2000; Roberts et al., 2008; Wilkinson et al., 2006). Outre ces 8 

résidus la formation du site de liaison requiert l’implication de 2 sous-unités (Marquez-Klaka 

et al., 2009; Wilkinson et al., 2006) qui vont former une cavité entre la « tête » de la première 

et « l’aileron dorsal » de la deuxième. Cet endroit est communément appelé « la mâchoire de 

liaison ». 

 

 

ii. Domaines transmembranaires 

 

Chaque sous-unité des récepteurs P2X possède deux domaines transmembranaires TM1 et 

TM2 (Brake et al., 1994; Valera et al., 1994), qui sont composés d’une hélice alpha (Li et al., 

2004; Rassendren et al., 1997; Silberberg et al., 2005) et qui sont tous deux couplés 

structurellement à la partie inférieure de la boucle extracellulaire. Le TM1 est localisé de 

manière périphérique au TM2 (Samways and Egan, 2007; Samways et al., 2008) ce qui lui 

donne un rôle mineur dans la conductance des ions (Jiang et al., 2001; Li et al., 2008). Le TM2, 

de par sa position centrale est lui impliqué directement dans la conductance des ions 

notamment grâce à la présence d’une région hydrophobe située dans sa partie inférieure. 

C’est l’association des 3 hélices alpha composant les TM2 de chaque sous-unité qui forme ainsi 

le canal. 

 

 



 
30

iii. Partie intracellulaire 

 

Les parties intracellulaires N-terminale (N-term) et C-terminale (C-term) (Newbolt et al., 1998) 

sont les domaines les plus variables d’une sous-unité à l’autre, mais certaines propriétés 

restent conservées d’une sous-unité à une autre. 

 

La partie N-term est courte (environ 30 acides aminés) et possède un site de phosphorylation 

par la protéine kinase C, conservée dans les différentes sous-unités P2X, qui participe à des 

modulations de fonctions des récepteurs qui diffèrent selon la sous-unité étudiée. En effet, 

une mutation de ce site va par exemple entrainer une altération de la désensibilisation des 

récepteurs P2X1 et P2X2 (Boue-Grabot et al., 2000; Ennion and Evans, 2002) et une 

modulation des courants induits par l’ATP du récepteur P2X3 (Stanchev et al., 2006). 

 

La partie C-term est quant à elle de séquence et de longueur variable (d’environ 30 à 240 

acides aminés) en fonction de la sous-unité. Néanmoins, toutes les sous-unités P2X possèdent 

en leur C-term un motif juxta membranaire YXXXK (X représentant un acide aminé variable), 

situé à la suite du TM2. Par approche mutationnelle, il a été montré que ce motif est 

indispensable au trafic des récepteurs P2X à la membrane plasmique (Chaumont et al., 2004). 

D’autres motifs de la partie C-term ont ainsi été identifiés comme un site spécifiquement 

présent dans la sous-unité P2X4 responsable de l’endocytose constitutive des récepteurs P2X4 

(Royle et al., 2002),  des motifs impliqués dans le phénomène de dilatation du pore (Eickhorst 

et al., 2002) ou d’interactions avec d’autres protéines (Kim et al., 2001). 

 

 

2) Ouverture du pore et désensibilisation des récepteurs 

 

L’utilisation de la microscopie à force atomique a permis d’étudier les changements 

structurels des récepteurs P2X lors de leur activation par l’ATP (Shinozaki et al., 2009). Il a alors 

été montré que, en présence d’ATP, les 3 sous-unités s’éloignaient les unes des autres afin 

d’ouvrir le pore central du récepteur. La structure et la modélisation des différentes sous-

unités ont permis de définir 5 étapes clés dans l’ouverture du canal : la fixation de l’ATP, le 
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resserrement de la « mâchoire de liaison» , la flexion des régions inférieures de la boucle 

extracellulaire, l’expansion des fenêtres latérales et l’ouverture des pores (Du et al., 2012; 

Kawate et al., 2011; Kowalski et al., 2014; Lorinczi et al., 2012; Roberts et al., 2012; Samways 

et al., 2014; Stelmashenko et al., 2014). 

 

Le passage d’un état ouvert à un état fermé peut se faire soit par désactivation du récepteur, 

en absence d’agoniste ou par désensibilisation du récepteur, en présence d’agoniste. Lors 

d’une exposition prolongée à l’ATP, leurs cinétiques de désensibilisation diffèrent en fonction 

de la sous-unité P2X étudiée (North, 2002).  On distingue alors les récepteurs à 

désensibilisation rapide, comprenant les P2X1 et les P2X3, et les récepteurs à désensibilisation 

lente, que sont les P2X2, P2X4, P2X5 et P2X7 (Figure 3). 

 

 

 

Figure 3: Cinétique d’activation et de désensibilisation des récepteurs P2X 
L’application brève (haut) ou prolongée (bas) d’ATP permet de différencier les différents 
homomères. Les courants sont enregistrés par patch clamp dans des cellules HEK293 (North, 
2002). 
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3) Pharmacologie des récepteurs P2X 

 

i. Les agonistes 

 

L’agoniste naturel de tous les récepteurs P2X est l’ATP. Cependant, la sensibilité des P2X à 

l’ATP varie en fonction des sous-unités P2X formant le récepteur fonctionnel. Elle est évaluée 

selon la concentration d’ATP nécessaire pour induire la moitié de la réponse maximale du 

récepteur (EC50). Cet indice permet de regrouper les différentes sous-unités en différentes 

catégories. Les récepteurs P2X1 et P2X3 possèdent une forte sensibilité pour l’ATP. Ils ont une 

EC50 de l’ordre du sub-micromolaire. Les récepteurs P2X2, P2X4 et P2X6 ont une sensibilité 

moyenne pour l’ATP, ayant une EC50 de l’ordre d’une dizaine de micromolaires. Le récepteur 

ayant la plus faible affinité à l’ATP est le récepteur P2X7 qui possède une EC50 supérieure à 

100 μM (Kaczmarek-Hajek et al., 2012). 

Outre l’ATP, il existe également d’autres agonistes des récepteurs P2X, pour la plupart dérivés 

de l’ATP, qui possèdent des affinités différentes pour chaque sous-unité. Par exemple, l’ATPγS 

et le 2-meSATP sont des agonistes puissants et stables mais ne sont pas spécifiques des 

récepteurs P2X car ils possèdent une grande affinité pour les récepteurs P2Y. Aussi d’autres 

agonistes, comme l’αβ-meATP ou le Bz-ATP, sont spécifiques des récepteurs P2X mais 

possèdent respectivement une faible sensibilité pour ces derniers, ou ne reconnaissent pas 

toutes les sous-unités P2X. Il n’existe pas à ce jour de bons agonistes spécifiques de chaque 

sous-unité (Khakh and North, 2012). 

 

 

ii. Les antagonistes 

 

Pendant longtemps, de nombreux antagonistes des récepteurs P2X ont été utilisés, tels que 

le PPADS, le brillant bleu, les dérivés de suramine ou le TNP-ATP. Cependant, ces antagonistes 

ne sont pas sélectifs d’une sous-unité en particulier car ils permettent d’activer deux sous-

unités, ou plus. Par exemple, le TNP-ATP, utilisé dans de nombreuses études impliquant les 

récepteurs P2X, possède une très forte affinité P2X1 et P2X3 mais est également un bloqueur 

efficace d’autres récepteurs comme P2X4. Aussi, certains dérivés salicylamide ont souvent été 
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utilisés comme des antagonistes spécifiques de P2X1, mais il a été démontré qu’ils avaient 

également un effet inhibiteur sur les récepteurs P2X4 et P2X7 (Muller and Namasivayam, 

2021). 

Il existe néanmoins quelques antagonistes spécifiques de certaines sous-unités P2X. En effet, 

l’existence d’antagoniste spécifique d’un type de récepteur P2X est souvent corrélée avec son 

potentiel thérapeutique C’est le cas du récepteur P2X3, où des efforts de développement 

d’antagoniste sélectif, ont été faits, suite aux travaux montrant son implication dans la 

douleur, l’inflammation ou la toux chronique (Krajewski, 2020). Ainsi, le Gefaxipant est un 

antagoniste spécifique de P2X3 qui est entré récemment en phase 3 d’un essai clinique, 

comme un traitement pour la toux chronique (Morice et al., 2021). 

Quelques antagonistes spécifiques du récepteur P2X4 existent également, tels que le 5-BDBD 

(Abdelrahman et al., 2017), le dérivé de diazépine NP-1815-PX (Matsumura et al., 2016) et le 

dérivé sulfonamide BAY-1797 (Werner et al., 2019). Cependant ces antagonistes, bien que 

spécifiques de P2X4, ne sont pas très puissants et pour certains ne passent pas la barrière 

hémato-encéphalique. 

 

 

iii. Les modulateurs allostériques 

 

Outre la fixation d’agonistes et d’antagonistes sur les sites de liaison orthostérique à l’ATP, les 

récepteurs P2X arborent également des sites de liaison dits allostériques qui peuvent 

entrainer une modulation de l’activité des agonistes. Parmi ces modulateurs, on peut compter 

des métaux, des protons ou encore des phospholipides. Quelques exemples sont présentés 

dans la section suivante. 

 

Le zinc est le deuxième métal le plus présent dans l’organisme après le fer et est capable de 

moduler les fonctions de certains récepteurs P2X. Son rôle diffère en fonction de sa 

concentration et des sous-unités P2X qu’il module. Par exemple, à de faibles concentrations, 

le zinc potentialise les courants induits par l’ATP des récepteurs P2X2, P2X3, P2X4 et P2X5, 

alors qu’à fortes concentrations il inhibe ces mêmes récepteurs (Wildman et al., 2002; 

Wildman et al., 1998; 1999a; b). Par contre, le zinc n’a qu’un effet inhibiteur sur les courants 

des récepteurs P2X1 et P2X7 (Liu et al., 2008). Ces effets opposés du zinc sont dus à l’existence 
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d’au moins 2 sites de liaison au zinc au niveau de la boucle extracellulaire sur les parties 

inférieures et supérieures de la « mâchoire de liaison » des récepteurs P2X, permettant son 

maintien en position fermée (Jiang et al., 2012). Le premier site, possédant une forte affinité 

avec le zinc, est responsable de l’effet de potentialisation. Le deuxième site possède une faible 

affinité avec le zinc et est à l’origine de l’effet inhibiteur (Coddou et al., 2011).  

D’autres métaux sont également capables d’agir en tant que modulateurs allostériques sur les 

récepteurs P2X tels que le cadmium, le mercure ou encore le cobalt (Coddou et al., 2005) 

 

Le pH défini par la concentration de protons présents dans le milieu est un régulateur 

important des récepteurs canaux. Sans surprise, les récepteurs P2X sont aussi sujets à des 

modulations dues aux protons suite à leur fixation au niveau de la boucle extracellulaire. A 

l’exception de P2X2 qui est potentialisé, tous les autres récepteurs homomériques, P2X1, 

P2X3, P2X4, P2X5 et P2X7, sont inhibés par l’augmentation de la concentration en protons en 

pH acide (Clarke et al., 2000; Gerevich et al., 2007). 

 

Les phosphoinositides (PIPn) sont des phospholipides qui peuvent également agir en tant que 

modulateurs de la fonction des récepteurs P2X. Contrairement au zinc et aux protons, ils 

n’agissent pas au niveau de la boucle extracellulaire mais au niveau de la partie intracellulaire 

C-term du récepteur, à proximité de la membrane plasmique et du TM2 (Bernier et al., 2012) 

(Bernier et al., 2013). Les PIPn vont permettre d’augmenter les courants des récepteurs P2X1, 

P2X2 et P2X4 (Bernier et al., 2008a; Bernier et al., 2008b). Bien que les PIPn ne possèdent pas 

ces sites de liaison chez les récepteurs P2X3 et P2X7, ces derniers sont néanmoins modulables, 

suggérant un mécanisme indirect ou la présence d’autres sites de liaison (Zhao et al., 2007). 

Le récepteur P2X5 n’est lui pas du tout sensible aux PIPn (Ase et al., 2010). Cette différence 

d’effet des PIPn sur les différentes sous-unités P2X, est probablement due aux différences de 

longueur de la partie C-term. 

 

Les récepteurs P2X sont également modulés par l’éthanol qui inhibe l’activité des récepteurs 

P2X2 et P2X4, tandis qu’il potentialise celle du récepteur P2X3 (Davies et al., 2006). Cette 

modulation est due à la fixation de l’éthanol sur des résidus présents au niveau de la boucle 

extracellulaire (Asatryan et al., 2011; Popova et al., 2010; Xiong et al., 2004).  
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4) Formation homomérique et hétéromérique 

 

Comme détaillé précédemment, les récepteurs P2X sont l’assemblage de 3 sous unités. Ces 3 

sous-unités peuvent être de même nature formant un récepteur homomérique. Comme 

illustré précédemment, la plupart des sous-unités P2X peuvent former des récepteurs 

homomériques fonctionnels à l’exception de P2X6 (Barrera et al., 2005) et de P2X5 qui forme 

un récepteur fonctionnel mais avec de très faibles réponses à l’ATP  (Bo et al., 2003). 

 

De nombreuses études ont montré un chevauchement de l’expression de plusieurs sous-

unités P2X, dans un même type cellulaire et des réponses pharmacologiques différentes de 

celles des homomères, suggérant l’existence de récepteurs hétéromériques, formés par 

l’assemblage de plusieurs sous-unités P2X différentes. La plupart des sous-unités des 

récepteurs P2X sont capables de s’hétéromériser à l’exception de P2X7 (Torres et al., 1999), 

qui semble néanmoins interagir avec P2X4 sans pour autant former un récepteur 

hétéromérique (Boumechache et al., 2009; Schneider et al., 2017). 

Le premier hétéromère mis en évidence est le récepteur P2X2/3 (Lewis et al., 1995; Radford 

et al., 1997), présent au niveau des corps cellulaires et des terminaisons synaptiques des 

neurones sensoriels des DRG. Cet hétéromère présente un profil de désensibilisation lente 

caractéristique des P2X2 mais une activation pharmacologique caractéristique des P2X3. Il est 

notamment impliqué au niveau du système sensoriel dans la transmission douloureuse 

(Cockayne et al., 2005).  Il est également impliqué dans la signalisation des neurones sensoriels 

gustatifs vers le cortex gustatif (Huang et al., 2011) lui conférant un rôle clé dans la perception 

et la sensibilité au goût (Bo et al., 1999; Finger et al., 2005). 

La quasi non-fonctionnalité de P2X5 sous forme homomérique a permis de révéler l’existence 

de 2 hétéromères impliquant la sous-unité P2X5. Le premier est l’hétéromère P2X1/5 (Le et 

al., 1999; Torres et al., 1998). Il est exprimé dans les astrocytes du cortex et participe à la 

modulation de l’excitabilité neuronale (Lalo et al., 2008; Palygin et al., 2010). Le deuxième est 

l’hétéromère P2X2/5 qui est présent au niveau du cerveau et de la moelle épinière. Son rôle 

précis reste néanmoins à être étudié (Compan et al., 2012). 
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Tout comme P2X2/5, d’autres hétéromères ont été découverts mais la détermination de leur 

rôle nécessite de plus amples investigations. Parmi ces hétéromères, on retrouve les 

hétéromères P2X1/2, P2X1/4, P2X2/4 et P2X2/6.  

Plus récemment, un hétéromère formé de sous-unités appartenant à 3 sous-types de 

récepteurs P2X différents a été identifié, le P2X2/4/6 (Antonio et al., 2014). Cependant, son 

rôle reste difficile à établir à cause du manque d’outils permettant de confirmer sa présence 

et sa fonctionnalité in vivo. 

 

 

5)  Localisation et trafic 

 

Une fois assemblés en trimère au sein du réticulum endoplasmique, les récepteurs P2X sont 

adressés à la surface de la membrane plasmique, à l’exception de P2X6 qui réside dans le 

réticulum endoplasmique (Ormond et al., 2006). La plupart des récepteurs P2X sont 

maintenus à la surface des cellules à l’exception de P2X4 qui est constitutivement internalisé 

dans les lysosomes (Qureshi et al., 2007).  La cinétique du trafic à la membrane plasmique 

dépend des sous-unités P2X et détermine la distribution des récepteurs à la membrane 

plasmique.  

 

A la membrane plasmique, les P2X peuvent également être mobiles et diffusent à la surface 

des cellules. La liaison de leur agoniste peut moduler cette mobilité et ainsi jouer un rôle dans 

la régulation de la force synaptique dépendante du calcium. Par exemple, la liaison de l’ATP 

sur les récepteurs P2X2 et P2X4 augmente leur mobilité et déclenche des afflux locaux de 

calcium, respectivement au niveau des dendrites des neurones de la moelle épinière et des 

microglies (Richler et al., 2011; Toulme and Khakh, 2012). 
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6) Expression et fonction 

 

La localisation subcellulaire des différents récepteurs P2X leur donne alors des rôles distincts. 

Aussi, leur localisation très répandue au sein de nombreux systèmes tels que le système 

cardiovasculaire, pulmonaire, immunitaire et aussi nerveux, leur confèrent des rôles aussi 

bien en condition physiologique qu’en condition pathologique (Figure 4).  

 

En périphérie, l’ATP peut être libérée par un grand nombre de types cellulaires, tels que les 

cellules épithéliales et les kératinocytes en réponse à des stimuli mécaniques, chimiques ou 

thermiques. Cette libération d’ATP peut ainsi activer les récepteurs P2X présents dans les 

terminaisons nerveuses périphériques et induire une transmission du message sensoriel. De 

plus, la co-libération d’ATP avec d’autres neurotransmetteurs tels que le glutamate ou le 

GABA par les terminaisons nerveuses périphériques peut également activer les récepteurs P2X 

présents à la surface d’autres types cellulaires, et donc jouer un rôle dans la 

neurotransmission. Par exemple, la libération d’ATP co-libérée avec la noradrénaline par le 

système nerveux sympathique peut agir sur les récepteurs P2X1 (Vial and Evans, 2002) 

présents au niveau des cellules musculaires lisses et contribuer à la contraction musculaire  

(Kennedy, 2015). Des mutations du gène p2rx1 peuvent engendrer des réponses contractiles 

aberrantes, par exemple de la vessie ou du canal déferrent, ce qui engendre des problèmes 

de fertilité  (Mulryan et al., 2000). L’activation de P2X1 dans les cellules musculaires lisses des 

artères peut également agir sur la vasoconstriction artérielle et entrainer des thromboses 

(Darbousset et al., 2014). 

 

D’autres récepteurs P2X jouent également un rôle en périphérie, à l’image de P2X2 (Cockayne 

et al., 2005). P2X2 est fortement exprimé dans les différents types cellulaires de la cochlée et 

de ce fait est un acteur de l’audition (Housley et al., 1998). Il possède un effet protecteur en 

diminuant les potentiels cochléaires induits par un fort bruit (Thorne et al., 2004; Wang et al., 

2003). Une diminution de P2X2 entrainerait une non-protection de la cochlée résultant en une 

perte auditive (George et al., 2019; Telang et al., 2010; Yan et al., 2013).  

Outre son rôle dans le système sensoriel, P2X2 joue également un rôle dans le système 

nerveux central. Son expression au niveau des neurones de l’hypothalamus et de l’hypophyse 

l’implique dans la libération d’hormones telles que la vasopressine (Custer et al., 2012) et 
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l’hormone lutéinisante (Zemkova et al., 2006). Il est également impliqué dans la régulation de 

la prise alimentaire qui est en partie contrôlée par l’hypothalamus (Collden et al., 2010). 

 

Le récepteur P2X3 a une distribution limitée et est essentiellement exprimé dans les neurones 

sensoriels au niveau des corps cellulaires et des terminaisons synaptiques périphériques et 

centrales, où il joue un rôle dans la transmission sensorielle, la perception du goût, la 

distension de la vessie et les réflexes liés aux chémorécepteurs (Fabbretti, 2019). 

Le clonage de P2X3 provenant des neurones sensoriels des ganglions de la racine dorsale 

(DRG) (Chen et al., 1995) a permis bon nombre d’études sur son rôle dans la transmission 

douloureuse. Son expression au niveau des fibres nociceptives de type C, dans les tissus 

périphériques, mais aussi au niveau du système nerveux central (Bernier et al., 2018) indique 

sa contribution dans la transmission sensorielle liée à la douleur aigüe et chronique. 

P2X3 est aussi exprimé au niveau des neurones sensoriels gustatifs et est responsable de la 

transmission de l’information au cortex gustatif (Vandenbeuch et al., 2015). 

Outre son expression au niveau des neurones sensoriels, P2X3 est également exprimé dans 

les corps cellulaires des neurones carotidiens qui régulent la réponse sympathique excitatrice, 

contrôlant alors la pression artérielle, lui donnant un rôle dans l’hypertension (Pijacka et al., 

2016). 

Au niveau clinique, P2X3 est surtout étudié en tant que cible thérapeutique contre la toux 

chronique à cause de sa présence au niveau des neurones afférents vagaux des voies 

respiratoires. Aussi, des études ont remarqué les effets antitussifs des antagonistes des 

récepteurs P2X3 (Abdulqawi et al., 2015).  

 

Le récepteur P2X4 est très largement distribué au sein du SNC et en périphérie. En effet, P2X4 

est exprimé en périphérie par les cellules endothéliales, les kératinocytes et dans les cellules 

immunitaires telles que les macrophages. Il est également distribué au sein du système 

sensoriel périphérique, dans la cochlée, ou encore dans les ganglions trigéminaux et DRG. 

Dans le SNC, P2X4 est exprimé dans les neurones et les cellules gliales dans de très 

nombreuses régions du cerveau et de la moelle épinière. Cette grande diversité d’expression 

lui confère de nombreux rôles physiologiques comme dans la neuromodulation et 

pathologiques comme dans la douleur chronique, la sclérose latérale amyotrophique ou 

encore l’épilepsie (Suurvali et al., 2017). 
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Bien que peu fonctionnel sous forme homomérique, le récepteur P2X5 est exprimé dans les 

ostéoclastes et jouerait un rôle dans la réponse inflammatoire osseuse. Il serait nécessaire à 

la libération de facteurs pro-inflammatoires tels que IL1β, IL6, IL17a ou encore TNF-sf11 (Kim 

et al., 2018; Kim et al., 2017).  

Il est le plus souvent retrouvé sous forme hétéromérique P2X1/5 et P2X2/5. 

 

Le récepteur P2X6 n’est pas fonctionnel sous forme homomérique mais est néanmoins 

exprimé dans le SNC, dans les cellules de Purkinje du cervelet et les cellules pyramidales de 

l’hippocampe (Burnstock and Knight, 2004; Collo et al., 1996; Rubio and Soto, 2001). Il peut 

donc s’associer à P2X2 et/ou à P2X4 pour former des récepteurs hétéromériques P2X2/4 et 

P2X2/6 (Collo et al., 1996; Soto et al., 1996). P2X2/6 serait exprimé au sein des neurones du 

thalamus et de l’hypothalamus (Collo et al., 1996) et dans les cellules souches neuronales chez 

les embryons (Schwindt et al., 2011). L’hétéromère P2X4/6 est exprimé dans les épines 

dendritiques des cellules de Purkinje du cervelet et dans les neurones pyramidaux du CA1 de 

l’hippocampe (Rubio and Soto, 2001) et joue un rôle dans l’excitabilité neuronale des 

neurones du CA3 de l’hippocampe (Mori et al., 2001). 

 

Bien que P2X7 soit le récepteur P2X ayant la plus faible affinité pour l’ATP, il est néanmoins 

impliqué dans beaucoup de mécanismes physiopathologiques (Di Virgilio et al., 2018). 

Dans le SNC, P2X7 est exprimé dans les cellules gliales, incluant la microglie, les 

oligodendrocytes et les astrocytes. La présence de P2X7 dans les neurones est plus débattue 

(Illes et al., 2017; Jimenez-Mateos et al., 2019). Dans le SNC P2X7 joue un rôle dans la 

croissance axonale des neurones, dans la modulation des neurotransmetteurs et dans la 

neuroinflammation (Bartlett et al., 2014). Dans des conditions pathologiques, P2X7 stimule la 

production par la microglie de médiateurs pro-inflammatoires induisant la mort neuronale. 

P2X7 serait d’ailleurs impliqué dans de nombreuses maladies neurodégénératives comme la 

maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou encore la sclérose en plaque (McLarnon et 

al., 2006; Ni et al., 2013; Ryu and McLarnon, 2008). La réponse inflammatoire déclenchée par 

l’activation de P2X7 est également impliquée dans certaines maladies psychiatriques comme 

les troubles bipolaires, la dépression et l’anxiété (Bhattacharya and Ceusters, 2020; Czamara 

et al., 2018; Deussing and Arzt, 2018). 
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P2X7 est le récepteur P2X le plus étudié en tant que cible thérapeutique potentielle et de 

nombreuses compagnies ont synthétisé de petites molécules qui sont de puissants 

antagonistes sélectifs du récepteur (Bhattacharya et al., 2013; Chrovian et al., 2014). De par 

son rôle important dans la libération de cytokines inflammatoires par la microglie, P2X7 a 

longtemps été une cible thérapeutique afin de lutter contre la douleur inflammatoire (Ferrari 

et al., 1997; Ren et al., 2021).  

 

 

 

Figure 4: Localisation et fonction des récepteurs P2X  
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C. P2X4 

 

Parmi les 7 sous-unités P2X, le récepteur P2X4 est le plus largement distribué dans le SNC 

(North, 2016; Suurvali et al., 2017). Il est exprimé aussi bien dans les neurones que dans les 

cellules gliales, ce qui lui donne de nombreuses implications physiologiques et pathologiques 

(Soto et al., 1996). 

 

 

1) Trafic et localisation subcellulaire 

 

Comme évoqué précédemment, contrairement aux autres récepteurs P2X, le récepteur P2X4 

est, en condition physiologique, peu présent à la surface des cellules car il est constitutivement 

internalisé, principalement dans les compartiments endosomaux/lysosomaux (Robinson and 

Murrell-Lagnado, 2013) (Figure 5).  

L’endocytose constitutive de P2X4 est dépendante d’un complexe clathrine-dynamine. Elle est 

provoquée par l’interaction du motif YXXGL, du domaine C-term de P2X4 avec la sous-unité 

μ2 de la protéine adaptative 2 (AP2) (Bobanovic et al., 2002; Qureshi et al., 2007; Royle et al., 

2002) qui est responsable de l’internalisation de P2X4 (Royle et al., 2002). Des études de 

mutagénèses ont montré que le motif atypique Y378XXGL dans l’internalisation de P2X4. 

Effectivement, des mutations de ce motif augmentent de manière importante le nombre de 

récepteurs à la surface en bloquant leur internalisation (Bobanovic et al., 2002; Jo et al., 2011; 

Toulme et al., 2006). Suite à son internalisation, le récepteur est ensuite adressé vers les 

endosomes et lysosomes (Royle et al., 2005). Un autre motif di leucine L22 et I23 présent dans 

le domaine N-term intracellulaire de P2X4, est responsable de cet adressage.  En effet, la 

mutation de ce motif di leucine diminue le nombre de récepteurs dans les lysosomes et 

augmente le nombre de P2X4 recyclés à la membrane plasmique (Qureshi et al., 2007). En 

condition physiologique, ces deux motifs intracellulaires tyrosine C-term et di leucine N-term 

sont donc, respectivement responsables de l’internalisation constitutive du récepteur et de sa 

localisation lysosomale. Suite à des études qui ont permis la fusion d’une protéine 

fluorescente sensible au pH, la pHluorine, avec le récepteur P2X4, la distribution cellulaire de 

P2X4 dans les divers compartiments a pu être disséqué. Il est alors décrit que le pool 
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intracellulaire de P2X4 peut soit rester dans les lysosomes soit être recyclé à la surface des 

cellules afin de réguler le nombre de P2X4 à la surface (Xu et al., 2014). 

 

Malgré le pH acide et les protéases intra lysosomales (3,5 < pH < 5), P2X4 n’est pas dégradé 

car il est protégé par la présence d’un complexe de 6 oligosaccharides liés à la boucle 

extracellulaire, qui fait face à la lumière des vésicules lysosomales (Qureshi et al., 2007).   

 

 

Figure 5: Internalisation constitutive de P2X4 
En condition physiologique, P2X4 est constitutivement localisé dans les lysosomes (Suurvali et 
al., 2017).  
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De nombreuses évidences ont suggéré que le récepteur P2X4 lysosomal possédait également 

d’importantes fonctions physiologiques (Murrell-Lagnado and Frick, 2019). Dans les 

lysosomes, le domaine extracellulaire présentant les sites de liaison à l’ATP fait face au 

compartiment luminaire qui contient beaucoup d’ATP (Besnard et al., 2016; Zhang et al., 

2007b). Cet ATP lysosomale provient du transport d’ATP cytoplasmique via le transporteur de 

nucléotide vésiculaire VNUT/SLC17A9 présent au niveau de la membrane des lysosomes (Cao 

et al., 2014).  

Bien que le compartiment luminaire soit trop acide pour une activation de P2X4 par l’ATP, une 

alcalinisation du pH intra-lysosomal peut engendrer une activation de P2X4. L’activation de la 

calmoduline et son association avec P2X4, à la suite de l’entrée de calcium provoquée par son 

activation participe ensuite à la fusion et la vacuolisation endolysosomale (Cao et al., 2015; 

Murrell-Lagnado and Frick, 2019). 

 

 

2) Expression et rôle 

 

i. Au niveau neuronal 

 

Le clonage de P2X4 a permis de montrer pour la première fois, l’expression de P2X4 dans le 

cerveau et en particulier dans le gyrus denté et les cellules pyramidales de CA1/CA3 de 

l’hippocampe et au niveau des cellules de Purkinje du cervelet (Seguela et al., 1996; Soto et 

al., 1996). D’autres études ont ensuite confirmé la présence de P2X4 dans les interneurones 

GABAergiques de l’hippocampe, du cervelet et du bulbe olfactif (Le et al., 1998; Rubio and 

Soto, 2001), dans les neurones épineux du striatum et de la substance noire (Amadio et al., 

2007; Le et al., 1998) et au niveau de l’hypothalamus et de l’hypophyse (Stojilkovic, 2009). Il a 

également été rapporté que P2X4 était également exprimé au niveau des neurones corticaux 

somatosensoriels (Lalo et al., 2007), des nerfs et des ganglions sensoriels (Ito et al., 2010; Luo 

et al., 2006; Tan et al., 2009), et de la rétine (Wheeler-Schilling et al., 2001). 

Grâce à la microscopie électronique, il a été montré que le récepteur P2X4 était localisé à la 

fois au niveau des terminaisons pré- et post-synaptiques. Néanmoins, il reste localisé 

préférentiellement à la périphérie de la densité post-synaptique dans l’espace péri et extra-
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synaptique (Rubio and Soto, 2001). Cela est en accord avec l’idée que l’activation par l’ATP 

colibérée avec d’autres neurotransmetteurs tels que le glutamate ou le GABA des récepteurs 

P2X post-synaptiques ne contribue pas à la transmission synaptique rapide mais plutôt à la 

modulation des synapses excitatrices et inhibitrices dans le SNC (Boue-Grabot and Pankratov, 

2017). 

Au niveau des terminaisons pré-synaptiques, son rôle est encore mal connu, néanmoins il a 

été montré que l’activation de P2X4 présynaptique permet d’augmenter la libération de 

neurotransmetteurs comme le glutamate et le GABA dans les neurones du noyau arqué de 

l’hypothalamus, région majeure permettant la régulation de la prise alimentaire (Xu et al., 

2016). 

Des travaux ont montré que l’ATP libérée par les cellules gliales pouvait agir sur les récepteurs 

P2X4 présents au niveau des terminaisons pré- et post-synaptiques et moduler la quantité de 

neurotransmetteurs libérée ainsi que la plasticité des synapses excitatrices et inhibitrices dans 

plusieurs régions du cerveau (Lalo et al., 2016; Pougnet et al., 2014). 

En effet, des études ont révélé que l’activation des récepteurs P2X4 et/ou P2X2 par l’ATP gliale 

pouvait provoquer l’internalisation des récepteurs AMPA et une dépression synaptique à long 

terme dans l’hippocampe. L’influx de calcium via les récepteurs P2X postsynaptiques 

modulerait la phosphorylation de la sous-unité GluA1 des récepteurs AMPA et entrainerait 

leur internalisation (Pougnet et al., 2016; Pougnet et al., 2014). L’activation de P2X4 par l’ATP 

libérée au niveau présynaptique peut aussi moduler la potentialisation à long terme (PLT) 

médiée par les récepteurs NMDA dans les neurones du CA1 de l’hippocampe. En effet, le 

blocage pharmacologique de P2X4 facilite l’induction de la PLT dépendante des récepteurs 

NMDA (Pankratov et al., 2009), suggérant que P2X4 pouvait avoir un effet négatif sur la PLT. 

Cependant, cet effet n’est pas retrouvé chez les souris n’exprimant plus P2X4 (P2X4KO). De 

plus, il a été observé que la potentialisation de P2X4 par l’ivermectine, modulateur positif de 

P2X4, augmentait la PLT dans la région du CA1 de l’hippocampe (Sim et al., 2006). Ces résultats 

suggèrent alors que l’influx de calcium via les récepteurs P2X4 post-synaptiques, en 

promouvant l’incorporation des récepteurs NMDA post-synaptiques renforce l’activité 

synaptique pendant la PLT (Baxter et al., 2011). Toutefois, il a récemment été montré in vitro 

que les récepteurs P2X4 pouvaient interagir physiquement avec les récepteurs NMDA et 

provoquer une inhibition fonctionnelle de ces derniers (Rodriguez et al., 2020). Ceci serait 
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alors en accord avec les études montrant l’effet négatif des récepteurs P2X4 sur la PLT 

dépendante des récepteurs NMDA (Pankratov et al., 2009). 

Les récepteurs P2X4 sont également capables de moduler les synapses inhibitrices 

GABAergiques. L’interaction physique entre les récepteurs P2X4 post-synaptiques et les 

récepteurs GABAA présents dans le noyau ventro-médial de l’hypothalamus conduit à une 

inhibition des courants contrôlés par les récepteurs GABA post-synaptiques et ainsi à 

l’augmentation de l’excitabilité neuronale. De manière intéressante, cet effet est observé 

uniquement après le blocage de l’internalisation de P2X4 (Jo et al., 2011). Cette inhibition des 

courants GABAergiques provoquée par l’activation de P2X4, corrélée à une diminution des 

récepteurs GABAA, est également retrouvée au niveau des neurones corticaux (Boue-Grabot 

and Pankratov, 2017; Lalo et al., 2014). 

 

Même si les récepteurs P2X4 sont très exprimés dans les neurones, leurs rôles restent 

néanmoins mal connus et parfois contradictoires. Cela est certainement dû à la faible 

expression de P2X4 à la surface des membranes plasmiques, en condition physiologique, ce 

qui rend son étude complexe. 

 

 

ii. Au niveau glial 

 

Outre les neurones, les cellules gliales sont des acteurs clés du bon fonctionnement du SNC. 

Elles participent notamment à la communication neuro-gliale et gliale-gliale grâce à la 

libération de cytokines inflammatoires, ou encore de facteurs neurotrophiques, mais aussi 

grâce à la présence de récepteurs purinergiques.  

Les récepteurs P2X4 sont présents au niveau des cellules gliales. En effet, il a été montré que 

P2X4 était présent dans les microglies, les cellules gliales immunitaires du SNC, où son 

expression de novo et/ou l’augmentation de son trafic à la surface joue un rôle clé dans 

plusieurs pathologies telles que la douleur neuropathique.  

Bien que la présence de P2X4 dans les astrocytes reste débattue (Stokes et al., 2017), son 

expression a été montrée dans les astrocytes au niveau du CA1, du CA3 et du gyrus denté de 

l’hippocampe (Bertin et al., 2020; Kukley et al., 2001) et également au niveau du noyau 

accumbens (Franke et al., 2001). Son rôle reste néanmoins méconnu. 
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Dans les cellules gliales satellites (SGC) des DRG, on retrouve une augmentation de P2X4 dans 

des conditions pathologiques de douleur neuropathique (Deng et al., 2018; Teixeira et al., 

2019). 

Le récepteur P2X4 est également retrouvé dans les cellules précurseurs des oligodendrocytes 

(Agresti et al., 2005). Mais son implication reste encore inconnue. 

Au niveau des cellules de Schwann, P2X4 est principalement localisé, en condition 

physiologique, dans les lysosomes intracellulaires. Après une lésion de nerf périphérique 

(LNP), la surexpression de P2X4 et son augmentation à la surface des cellules de Schwann 

induisent la libération de facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), une récupération 

des fonctionnalités motrices et sensorielles ainsi qu’une amélioration de la myélinisation des 

nerfs (Su et al., 2019). 

 

 

3) Pharmacologie 

 

Bien que le récepteur P2X4 est l’un des récepteurs P2X le plus étudié de ces 10 dernières 

années, il existe pour l’heure peu d’outils pharmacologiques spécifiques de P2X4, permettant 

de le potentialiser ou de le bloquer sélectivement. 

L’un des outils le plus connu est certainement l’ivermectine (IVM). Utilisée comme un 

antiparasitaire  (Silberberg et al., 2007), elle est également utilisée en tant que modulateur 

allostérique positif de P2X4. L’IVM possède deux sites de liaison proches des fenêtres latérales 

au niveau de la partie externe des domaines transmembranaires du récepteur P2X4 (Jelinkova 

et al., 2008; Norenberg et al., 2012; Silberberg et al., 2007) (Gao et al., 2015). L’un de ses sites 

de liaison possède une forte affinité pour l’IVM et induit, suite à sa fixation, une diminution 

de la désensibilisation du canal. Le deuxième site de liaison, lui possède une faible affinité 

pour l’IVM et va diminuer la désactivation du courant en stabilisant l’état ouvert du récepteur. 

La potentialisation de P2X4 par l’IVM facilite donc l’ouverture du canal et retarde également 

sa fermeture (Khakh et al., 1999; Priel and Silberberg, 2004). L’IVM serait également capable 

d’affecter le trafic et le recyclage de P2X4. La potentialisation observée pourrait donc provenir 

aussi d’une augmentation du nombre de P2X4 à la surface (Stokes, 2013). Si l’IVM est 

spécifique de P2X4 au sein de la famille des récepteurs P2X chez les rongeurs, chez l’homme, 
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l’IVM possède une forte affinité aussi pour les récepteurs P2X7 (Norenberg et al., 2012). De 

plus, chez les rongeurs, l’IVM est aussi capable de potentialiser l’action des récepteurs α7-

nicotiniques de l’acétylcholine (Krause et al., 1998) et de moduler la fonction des récepteurs 

GABAA (Bortolato et al., 2013). 

 

Malgré le manque d’agonistes spécifiques, il existe néanmoins quelques antagonistes 

spécifiques de P2X4.  

Le dérivé des benzodiazépines, le 5-(3-Bromophenyl)-1,3-dihydro-2H-benzofuro[3,2-e]-1,4-

diazepin-2-one (5-BDBD) est un antagoniste sélectif de P2X4 (Abdelrahman et al., 2017). Il 

n’est pas très puissant (IC50 = 0.5μM) et possède une faible solubilisation dans l’eau.  

Le NP-1815-PX est également un antagoniste allostérique qui est lui plus soluble dans l’eau 

(Matsumura et al., 2016). 

Le PSB-15417 est un antagoniste sélectif de P2X4 puissant et pouvant pénétrer la barrière 

hémato encéphalique lui conférant alors une action potentielle au niveau du SNC (Teixeira et 

al., 2019). 

 

 

4) Pathologies du SNC associées à P2X4 

 

La grande diversité des récepteurs P2X et le manque d’outils pharmacologiques spécifiques 

de P2X4 ne permettent pas toujours de distinguer l’implication de P2X4 en condition 

physiologique. Cependant, l’augmentation de son expression et/ou de son trafic à la surface 

suggère un rôle important dans de nombreuses pathologies (Figure 6 et 7), telles que la 

douleur chronique neuropathique et inflammatoire, les maladies neurodégénératives ou 

encore les troubles psychiatriques (Duveau et al., 2020). 
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Figure 6: Différences d’expression de P2X4 dans le SNC en condition physiologique et 
pathologique 
En condition physiologique (gauche), P2X4 est majoritairement localisé en intracellulaire. En 
conditions pathologiques (droite), P2X4 est augmenté à la surface des cellules via une 
augmentation de son trafic à la surface et/ou une augmentation de son expression de novo 
(Duveau et al., 2020). 
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i. Douleur chronique 

La dérégulation du système sensoriel nociceptif entraine des réponses anormales qui, 

lorsqu’elles persistent, peuvent devenir pathologiques et donner lieu à des douleurs 

chroniques. Il existe deux types de douleurs chroniques, la douleur inflammatoire (Ciaramella, 

2019; Costigan et al., 2009; Yam et al., 2018) résultant d’une lésion tissulaire et la douleur 

neuropathique ayant lieu après une lésion nerveuse (Bouhassira et al., 2008; Yam et al., 2018). 

Les récepteurs P2X4 sont impliqués dans ces deux types de douleurs (Tsuda et al., 2003; Tsuda 

et al., 2009b) (cf. Partie 3). 

 

 

ii. Ischémie cérébrale 

 

L’ischémie cérébrale est une insuffisance d’apport de sang et d’oxygène causée par une 

obstruction vasculaire engendrant une lésion cérébrale. Cette ischémie est souvent associée 

à une inflammation post-ischémique, qui inclue l’activation de cellules gliales et une 

augmentation d’ATP extracellulaire. 

Plusieurs études ont reporté une augmentation de P2X4 dans les microglies activées après 

une lésion cérébrale ischémique (Cavaliere et al., 2003; Cheng et al., 2014; Vazquez-Villoldo 

et al., 2014; Verma et al., 2017). En effet, dans des conditions d’ischémie, l’ATP et les 

différentes molécules libérées massivement par les cellules lésées, induisent la chémotaxie de 

la microglie vers le site de lésion, son activation et l’activation des récepteurs P2X4 présents à 

sa surface. Cela engendre la libération de cytokines pro-inflammatoires par la microglie via la 

voie de signalisation PI3K (Cheng et al., 2014; Li et al., 2011; Ohsawa et al., 2007).  

Les récepteurs P2X4 possèdent également un rôle neuro-protecteur durant l’ischémie. 

Effectivement, l’activation de P2X4 exprimé dans les cellules endothéliales vasculaires par 

l’ATP venant de la compression des vaisseaux engendre une augmentation de l’ostéopontine, 

une molécule neuroprotectrice. Ces résultats indiquent alors un nouveau mécanisme par 

lequel P2X4 induit une tolérance ischémique (Ozaki et al., 2016). 
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iii. Épilepsie 

 

L’épilepsie est une pathologie neurologique chronique caractérisée par une hyperexcitabilité 

neuronale donnant lieu à des convulsions récurrentes. Ceci entraine une perte neuronale et 

une activation microgliale. A ce jour, l’implication de P2X4 dans l’épilepsie reste floue. Si 

certaines études ont suggéré une absence de changement de l’expression de P2X4 voire 

même une diminution de son expression lors de l’induction de crise d’épilepsie chez le rongeur 

(Kang et al., 2003), d’autres études ont montré une augmentation de l’expression de P2X4 

dans les microglies activées du stratum radiatum de l’hippocampe, associée à une 

augmentation de la mort cellulaire, après un épisode épileptique. Une augmentation de 

l’expression de novo de P2X4 dans les microglies activées après l’induction de l’épilepsie 

faciliterait la libération de BDNF microglial et l’induction de l’hyperexcitabilité en promouvant 

l’épileptogenèse (Ulmann et al., 2013). 

 

 

iv. Maladie d’Alzheimer 

 

La maladie d’Alzheimer (MA) est l’une des plus communes des maladies neurodégénératives 

et est principalement caractérisée par l’accumulation d’agrégats de fragments β-amyloïdes 

(Aβ1-42) insolubles et de la protéine tau qui induisent une dysfonction synaptique et une mort 

neuronale. Ceci est accompagné par une perte de mémoire progressive, des troubles des 

fonctions exécutives, ou encore des troubles d’orientation spatio-temporelle (Murphy and 

LeVine, 2010; Sadigh-Eteghad et al., 2015). Comme d’autres maladies neurodégénératives, 

l’augmentation de nucléotides extracellulaires et l’augmentation de la neuro-inflammation 

jouent un rôle crucial dans la pathogenèse de la MA (Erb et al., 2019). 

Il a été proposé que l’ATP, agissant via les récepteurs P2X participerait directement à certains 

effets toxiques des peptides Aβ dans les neurones, avec un rôle important de P2X4 (Godoy et 

al., 2019; Saez-Orellana et al., 2016; Varma et al., 2009). L’accumulation de fragments β-

amyloïdes provoque une augmentation de l’expression de P2X4 dans les neurones 

hippocampiques, d’abord au niveau des corps cellulaires puis se propageant ensuite vers les 

neurites. Ceci serait lié au clivage protéolytique de P2X4 par la caspase 3 qui induirait 
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l’augmentation du trafic à la surface des neurones d’une forme tronquée de P2X4, peut-être 

due à la perte de son motif d’internalisation du domaine C-term. Ce clivage ralentit également 

le temps de fermeture du pore. L’activation de P2X4 sous sa forme tronquée pourrait induire 

une toxicité neuronale due à l’augmentation des influx de calcium. Une augmentation de P2X4 

favorise donc la toxicité des fragments β-amyloïdes et ainsi la mort neuronale. 

 

  

v. Maladie de Parkinson 

 

La maladie de Parkinson (MP) est caractérisée par une perte progressive et spécifique de 

neurones dopaminergiques nigro-striés, causant un dysfonctionnement de l’homéostasie de 

la dopamine associé à des troubles moteurs. Une caractéristique de la MP est la présence 

d'agrégats intracytoplasmiques anormaux d'α-synucléine, appelés corps de Lewy, dans les 

corps cellulaires neuronaux.  

Comme décrit précédemment, le récepteur P2X4 pré-synaptique module la libération de 

nombreux neurotransmetteurs comme le GABA ou le glutamate, mais aussi de la dopamine 

(Krugel et al., 2003; Xiao et al., 2008).  En effet, le récepteur P2X4 serait directement lié à la 

régulation de l'homéostasie de la dopamine qui est altérée dans la MP. Plus précisément, des 

études biochimiques et pharmacologiques utilisant des modèles transgéniques de souris 

n’exprimant plus P2X4 (P2X4KO) ont suggéré que P2X4 était capable d’affecter la synthèse et 

le transport de la dopamine ainsi que le nombre de récepteurs dopaminergiques, ce qui 

pourrait avoir un impact sur le contrôle moteur et la synchronisation sensorimotrice (Khoja et 

al., 2016). 

La neuroinflammation est également une caractéristique principale de la MP (Doorn et al., 

2014; Imamura et al., 2003; Mount et al., 2007; Nagatsu et al., 2000) et la microglie semble 

être un acteur clé de cette maladie neurodégénérative (Joers et al., 2017; Saijo and Glass, 

2011). Comme discuté précédemment, le P2X4 microglial pourrait être impliqué dans les 

mécanismes neuro-inflammatoires communs aux maladies neurodégénératives. Néanmoins, 

l'implication de la microglie dans la physiopathologie de la MP n'est toujours pas claire et on 

ne sait toujours pas si les altérations microgliales sont la cause ou la conséquence de la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques (Le et al., 1998). 
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vi. Sclérose latérale amyotrophique 

 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative mortelle 

caractérisée par la perte progressive et sélective des motoneurones (MN) spinaux et corticaux. 

Les causes de la SLA sont multifactorielles et les mécanismes sous-jacents à la dégénérescence 

sélective des MN sont encore inconnus.  

Néanmoins, un lien a été établi entre la SLA et P2X4 (Volonte et al., 2016). En effet, dans des 

modèles de SLA utilisant des souris transgéniques présentant une mutation du gène SOD1, il 

a été révélé que les niveaux de P2X4 augmentaient dans les MN de la corne ventrale de la 

moelle épinière juste avant leur mort cellulaire. Aussi, la potentialisation de P2X4 par l’IVM a 

révélé avoir un double effet sur la survie du MN en fonction de la concentration en ATP, 

entrainant une action bénéfique à de faibles niveaux d'ATP, mais ayant des effets délétères à 

des concentrations plus élevés. L'effet neuroprotecteur de P2X4 sur les MN à de faibles 

niveaux d'ATP, est probablement dû à l’augmentation de la fonction P2X4 et/ou de la densité 

de surface cellulaire du récepteur (Andries et al., 2007). 

La SLA provoque une neuroinflammation (Hernandez et al., 2010) et on observe une 

augmentation de l’expression de P2X4 dans la microglie activée dans la moelle épinière  

(D'Ambrosi et al., 2009; Liu and Wang, 2017).  Plusieurs études ont mis en évidence aussi le 

rôle de P2X7 dans cette maladie (Cieslak et al., 2019), notamment via la modulation de 

l'autophagie (Fabbrizio et al., 2017) ainsi que des processus neuro-inflammatoires médiés par 

la microglie qui peuvent être à la fois bénéfiques et délétères selon le stade de la maladie 

(Apolloni et al., 2013; Sluyter et al., 2017). Une interaction entre les voies de signalisation des 

récepteurs P2X4 et P2X7 pourrait également être impliquée dans les actions inflammatoires 

microgliales, une voie activant la signalisation de l'autre. Une telle diaphonie est déjà connue 

dans les macrophages, où les récepteurs P2X4 régulent les fonctions inflammatoires des 

récepteurs P2X7 (Kawano et al., 2012a). 

Plus récemment, dans un modèle de SLA, une augmentation de l’expression de P2X4 a été 

observée dans le système nerveux périphérique, au niveau du nerf sciatique (Volonte et al., 

2016). 

Bien que l'implication de P2X4 dans la pathogenèse de la SLA reste à être clairement établie, 

il semble être une cible thérapeutique potentielle pour faire face à cette maladie (Bertin, 

2019). 
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vii. Sclérose en plaque 

 

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie auto-immune chronique caractérisée par une 

infiltration massive de cellules immunitaires telles que les lymphocytes T, une démyélinisation 

et une perte axonale. Cette maladie neurodégénérative se caractérise également par une 

inflammation précoce qui est bénéfique et retarde dans un premier temps l'apparition de la 

neuro-dégénérescence, qui évolue ensuite de manière complexe au fur et à mesure que la 

maladie progresse. La phase régénérative initiale est due aux actions réparatrices des 

macrophages infiltrés et des microglies anti-inflammatoires (Dendrou et al., 2015). Dans un 

modèle de SEP, mimé par une encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), il a été 

démontré que P2X4 était surexprimé dans les microglies et macrophages (Vazquez-Villoldo et 

al., 2014) et semble jouer un rôle important. En effet, le blocage pharmacologique de P2X4 

exacerberait les symptômes neurologiques tandis que sa potentialisation par l'IVM et la 

régulation positive de son expression sont toutes deux bénéfiques dans la SEP.  De plus, la 

potentialisation de P2X4 par l'IVM augmenterait l'absorption et la dégradation de la myéline, 

étape clé de la remyélinisation. Sachant que l'activation de P2X4 dans la microglie induit la 

fusion de la membrane endolysosomale et l'acidification des lysosomes, mécanisme essentiel 

des voies phagocytaires, P2X4 pourrait contrôler la phagocytose de la myéline (Zabala et al., 

2018). P2X4 contribuerait alors à la sécrétion et la biogenèse de la myéline via l’exocytose des 

lysosomes et favoriserait la myélinisation (Chen et al., 2012; Feldmann et al., 2011; Fois et al., 

2018). 

De plus, il a été révélé que la surexpression de P2X4 au niveau des cellules de Schwann 

favorisait la remyélinisation et donc pourrait potentiellement contrebalancer la 

démyélinisation des patients atteints de SEP (Su et al., 2019). 
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viii. Troubles liés à l’alcool 

 

Plusieurs études ont mis en évidence un rôle de P2X4 dans le comportement induit par l'alcool  

(Davies et al., 2006; Franklin et al., 2014; Franklin et al., 2015; Ostrovskaya et al., 2011; Wyatt 

et al., 2014; Yardley et al., 2012). En effet, les récepteurs P2X4 sont exprimés dans des régions 

cérébrales impliquées dans le renforcement de la consommation d'alcool et d'autres drogues 

(Kimpel et al., 2007) et seraient impliqués dans la régulation de la dopamine mésolimbique, 

actrice clé du système de récompense (Khoja et al., 2016). La sous-expression de P2X4 lors 

d’une préférence à l’alcool confirme la corrélation entre l'expression de P2X4 et la préférence 

pour l'alcool (Franklin et al., 2015; Kimpel et al., 2007). Effectivement, le récepteur P2X4 

permettrait de réguler la consommation d’alcool (Asatryan et al., 2011) (Franklin et al., 2015). 

L’alcool en lui-même est capable d’agir sur P2X4 en l’inhibant, en bloquant l’ouverture de son 

canal sans en affecter pour autant sa désactivation (Davies et al., 2005; Ostrovskaya et al., 

2011). Ceci renforcerait par la même occasion la consommation d’alcool qui agit alors comme 

un modulateur allostérique positif, en utilisant les mêmes sites de liaison que ceux de l’IVM 

(Asatryan et al., 2010). 

L'abus d'alcool est également connu pour favoriser la neuro-inflammation (Potula et al., 2006) 

dans laquelle P2X4 joue un grand rôle dans plusieurs autres pathologies. La surexpression de 

P2X4 induite par l’abus de consommation d’alcool affecterait également la migration 

microgliale et la phagocytose (Gofman et al., 2014).  
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ix. Troubles neuropsychiatriques 

 

La dépression, les troubles bipolaires, la schizophrénie, l'hyperactivité avec déficit de 

l'attention et l'anxiété sont des troubles neuropsychiatriques dans lesquels l'homéostasie de 

la dopamine est altérée. Comme indiqué ci-dessus, P2X4 est impliqué dans la régulation de 

l'homéostasie de la dopamine et dans la synchronisation sensori-motrice. Il existe de plus en 

plus de preuves que P2X4 joue un rôle essentiel dans les troubles psychiatriques (Bortolato et 

al., 2013; Khoja et al., 2019; Khoja et al., 2016). Des études pharmacologiques et génétiques 

ont révélé que la potentialisation de P2X4 ou l’augmentation de sa densité à la surface dans 

les neurones excitateurs induisaient un comportement anxiolytique, voire même dépressif 

chez la souris (Bortolato et al., 2013) (Bertin et al., 2020).  

Une autre étude a montré que la suppression de P2X4 prédispose les animaux à un 

comportement de type dépression chronique après un AVC (Verma et al., 2017). Dans ce 

contexte, une étude récente a démontré que la potentialisation de P2X4 par l'ivermectine 

entraîne une hyperactivité dopaminergique et une perturbation du traitement de 

l'information en raison d'une perturbation potentielle de l'interaction entre les récepteurs 

P2X4 et dopaminergiques. Ces résultats suggèrent alors que les antagonistes P2X4 pourraient 

servir de nouveaux traitements antipsychotiques pour les troubles psychiatriques résultant de 

troubles de la synchronisation sensorimotrice liés à la perturbation de l'homéostasie de la 

dopamine (Khoja et al., 2019). 
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Figure 7: Implication de P2X4 dans différentes pathologies 
P2X4 est impliqué dans de nombreuses pathologies avec des implications spinales (A) ou 
cérébrales (B). Une expression de novo et/ou une augmentation du trafic à la surface du pool 
intracellulaire intervient dans de nombreuses pathologies du SNC au niveau de différents types 
cellulaires tels que les neurones, les microglies, les astrocytes, les oligodendrocytes ou encore 
les cellules de Schwann.  
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II. LE SYSTÈME SENSORIEL 

 

Le système sensoriel correspond à l’ensemble des neurones qui traitent les informations 

sensorielles, provenant des cinq sens ou d’autres informations perçues par l’organisme. Il est 

composé de récepteurs sensoriels, de neurones sensoriels faisant partie du SNP et du SNC. Ils 

sont respectivement responsables de la détection d’un stimulus sensoriel, de la transmission 

de l’information sensorielle, de la perception et la modulation de cette information. 

L’information sensorielle peut être de nature nociceptive. Dans ce cas, on parle de nociception 

(Ellison, 2017; Renn and Dorsey, 2005). 

 

 

A. La nociception 

 

Le terme de nociception a été pour la première fois proposé par Charles S. Sherington en 1906 

et a ensuite été adopté par la communauté scientifique (Bessou and Perl, 1969; Burgess and 

Perl, 1967; Whitehorn and Burgess, 1973). Il est alors défini comme étant le processus 

physiologique menant à la détection consciente d’un stimulus dangereux réel ou potentiel 

(Smith and Lewin, 2009). 

Le message sensoriel transmis est considéré comme étant nociceptif lorsque l’intensité du 

stimulus donnant lieu à ce message dépasse un certain seuil pouvant provoquer des 

dommages tissulaires. Un stimulus de faible intensité (non nocif) va ainsi donner lieu à une 

réponse sensorielle. Au-delà de ce seuil, le stimulus devient nocif et donne lieu à une réponse 

nociceptive (Smith and Lewin, 2009).  

 

 

B. Détection de l’information nociceptive 

 

L’information nociceptive est détectée par les terminaisons périphériques des neurones 

nociceptifs (ou nocicepteurs). Les nocicepteurs sont des neurones sensoriels primaires dont 

le corps cellulaire se situe dans les DRG pour le corps ou dans les ganglions du trijumeau pour 

la tête. Ce sont des neurones pseudo-unipolaires en T possédant un axone unique qui se divise 
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en 2 branches : la branche périphérique qui va détecter le stimulus au niveau des tissus cibles 

et la branche centrale qui va projeter l’information détectée à la corne dorsale de la moelle 

épinière (CDME). Ces 2 branches possèdent des extrémités similaires, équivalentes 

biochimiquement, qui peuvent envoyer et recevoir des informations sensorielles (Basbaum et 

al., 2009; Yam et al., 2018). Lorsqu’elles envoient l’information vers le SNC, elles sont 

également appelées fibres afférentes primaires. 

Les nocicepteurs sont capables de détecter les informations nociceptives grâce à différents 

récepteurs présents au niveau des terminaisons périphériques de leurs axones. Ces récepteurs 

sont capables de détecter des informations nociceptives de plusieurs modalités : mécanique, 

thermique et chimique (Basbaum et al., 2009) (Figure 8). La plupart sont spécifiques d’une 

modalité néanmoins certains sont sensibles à plusieurs types de stimuli : ce sont des 

récepteurs polymodaux (Emery et al., 2016; Wang et al., 2018a).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Détection du stimulus sensoriel 
Les différents stimuli sont détectés en périphérie par des récepteurs sensoriels qui peuvent être 
ou non des récepteurs nociceptifs, présents au niveau des terminaisons libres des fibres 
afférentes primaires (Scholz and Woolf, 2002). Le stimulus peut être soit de nature mécanique, 
thermique au chaud, thermique au froid, ou de nature chimique. Certains récepteurs peuvent 
détecter des stimuli venant de plusieurs modalités. Ce sont des récepteurs polymodaux. 
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Les stimuli mécaniques nociceptifs, de fortes intensités, sont détectés par des 

mécanocepteurs. Parmi eux, on peut compter les canaux ioniques sensibles à l’acide (ASIC), 

et plus particulièrement le récepteur ASIC3 (Mogil et al., 2005; Price et al., 2001), les 

récepteurs canaux à potentiel transitoire (TRP) TRPA1 (Kwan et al., 2009) et sensibles aux 

molécules de la famille des vanilloïdes (TRPV) TRPV4 (Suzuki et al., 2003), le canal PIEZO2 

(Murthy et al., 2018) et le canal potassique TREK-1 (Alloui et al., 2006).  

Les variations de température sont détectées par des thermorécepteurs qui appartiennent à 

la famille des TRP. Ils sont capables de détecter des variations de températures nociceptives 

froides (<20°C) grâce à l’expression de TRPM8 (<16°C) et chaudes (>40°C) grâce à l’expression 

notamment des canaux TRPV1, TRPV2 et TRPV3 (Caterina et al., 1999) (Vandewauw et al., 

2018).  

Les stimuli chimiques activent les chémorécepteurs. Il existe plusieurs types de médiateurs 

chimiques tels que l’histamine qui sont libérés localement par des cellules immunitaires ou la 

capsaïcine, molécule exogène. Des changements de pH peuvent également activer ces 

récepteurs. Ils sont composés des récepteurs ASIC3, TRPA1 et TRPV1 (Jones et al., 2004; Price 

et al., 2001; Tominaga et al., 1998; Ugawa et al., 2002). La plupart des chémorécepteurs sont 

des récepteurs polymodaux car ils sont également sensibles aux stimuli mécaniques et/ou 

thermiques  (Davis et al., 1993). 

La découverte et la caractérisation des récepteurs TRPV1, TRPM8 et PIEZO2 par D. Julius et A. 

Patapoutian a été récompensée par le prix Nobel de physiologie et de médecine 2021. 

 

 

C. Transmission de l’information par les fibres afférentes 

primaires 

 

Une fois l’information détectée, les nocicepteurs acheminent l’information vers la CDME qui 

va intégrer et encoder ces informations par le biais des fibres afférentes primaires. Elles sont 

caractérisées par leur morphologie (diamètre et myélinisation), leurs propriétés 

électrophysiologiques (seuil d’activation) et leur neurochimie (expression de peptides). Ainsi, 

4 types ont été caractérisés : les fibres Aα, Aβ, Aδ et C  (Millan, 1999; Todd, 2010) (figure 9). 
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Figure 9: Caractérisation des fibres afférentes primaires 
La transmission du signal nociceptif peut se faire via différents types de fibres afférentes 
primaires présentant des caractéristiques morphologiques différentes (Julius and Basbaum, 
2001). Les fibres Aβ sont fortement myélinisées et ont un gros diamètre. Ce sont 
principalement des fibres non-nociceptives. Les fibres Aδ sont des fibres de moyen diamètres 
faiblement myélinisés. Les fibres C sont des fibres de petits diamètres non myélinisés. Les fibres 
Aδ et C sont des fibres nociceptives qui induisent respectivement la première réponse et la 
deuxième réponse à la douleur. 
 

 

Les fibres Aα et Aβ sont des fibres de gros diamètre (6-12 μm) et sont fortement myélinisées, 

ce qui leur confère une grande vitesse de conduction des PA (30 à 100 m/sec). Elles 

transmettent les informations non nociceptives mécaniques de proprioception pour les Aα et 

du toucher pour les Aβ (Zeilhofer et al., 2012).  

Une faible proportion de fibres Aβ peut également transmettre des informations nociceptives, 

dans des conditions pathologiques d’inflammation ou de douleur chronique (Djouhri and 

Lawson, 2004) (Woodbury et al., 2008).  

 

Les fibres Aδ sont caractérisées par un diamètre moyen (1-5 μm). Elles sont faiblement 

myélinisées et possèdent une vitesse de conduction du message sensoriel modérée (12-30 

m/sec). Ce sont des fibres nociceptives capables de détecter des stimuli nociceptifs de 

modalités mécanique, thermique ou chimique (Meyer and Campbell, 1981) (Treede et al., 

1998) (Khasabov et al., 2001). Ainsi, elles permettent la transmission de la réponse aigüe, 

intense et localisée, première sensation de douleur, à la suite d’un stimulus nociceptif  



 
63

(Handwerker and Kobal, 1993; Torebjork and Hallin, 1973; Treede et al., 1992). Les fibres Aδ 

sont des fibres dites peptidergiques. Elles sont capables de sécréter centralement de la 

substance P, peptide caractéristique des neurones nociceptifs peptidergiques (Bae et al., 

2015; Lawson et al., 1997). 

Elles sont souvent divisées en deux types I et II (Treede et al., 1998). Les fibres Aδ de type I 

sont caractérisées par un seuil mécanique modérée, donc faiblement nociceptif, et par un 

seuil d’activation thermique élevée (>53°C). Les fibres Aδ de type II se distinguent par un seuil 

d’activation mécanique élevé, venant de stimuli fortement nociceptifs, et d’un seuil 

thermique plus faible (>46°C) (Basbaum et al., 2009; Julius and Basbaum, 2001; Yam et al., 

2018). 

Certaines fibres Aδ sont néanmoins capable de transmettre des informations mécaniques non 

nociceptives (Alvarez et al., 2000; Braz et al., 2014). 

 

Les fibres C se distinguent des autres fibres par leur vitesse de conduction lente des PA (0,5-

2m/sec), conséquence de leur non myélinisation et de leur petit diamètre (0,2-0,5μm). Ce sont 

des fibres nociceptives principalement polymodales (Caterina et al., 2000; McKemy et al., 

2002; Tominaga et al., 1998) et sont responsables de la transmission de la douleur secondaire 

qui est moins intense, plus tardive et qui dure plus longtemps que la douleur primaire 

détectée par les fibres Aδ (Handwerker and Kobal, 1993; Torebjork and Hallin, 1973; Treede 

et al., 1992). Les fibres C peuvent être peptidergiques ou non peptidergiques (Zeisel et al., 

2018). Les fibres C peptidergiques sont capables de libérer, dans la ME, de la substance P et 

du CGRP (Snider and McMahon, 1998). 

Certaines fibres C participent également à la transmission de stimuli mécaniques et 

thermiques non nociceptifs (Bessou and Perl, 1969). Elles sont appelées fibres C LTMR (low 

threshold mechanical receptor) (Zeilhofer et al., 2012). Elles jouent un rôle crucial dans 

l’établissement de la douleur pathologique (Alvarez et al., 2000; Braz et al., 2014; Delfini et 

al., 2013; Francois et al., 2015; Seal et al., 2009).  
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D. Projection centrale de l’information 

 

L’information transmise par les fibres afférentes primaires est envoyée vers le système 

nociceptif spinal dans la CDME. Ce dernier comprend des interneurones qui modulent 

localement l’information transmise et des neurones de projection qui vont véhiculer 

l’information reçue vers les centres supra-spinaux. 

 

 

1) Organisation anatomique et laminaire de la moelle épinière 

 

Chez les mammifères, la moelle épinière (ME) est divisée en 5 régions : cervicale, thoracique, 

lombaire, sacrée et coccygienne. Elle possède 2 renflements, l’un au niveau de la moelle 

cervicale qui permet le traitement des informations provenant des membres antérieurs, et 

l’autre au niveau de la moelle lombaire, qui supporte le traitement des informations venant 

des membres postérieurs. La ME se compose d’une partie interne, la substance grise (SG), 

composée des corps cellulaires des neurones centraux et des cellules gliales, et d’une partie 

externe, la substance blanche (SB), comprenant les axones ascendants et descendants du SN. 

La SG de la ME peut se diviser en corne dorsale, qui reçoit les informations sensorielles, en 

corne ventrale, qui véhicule les informations motrices vers la périphérie et en une zone 

intermédiaire, qui contient des interneurones qui intègrent les informations périphériques et 

descendantes du cerveau. La SG de la ME est également subdivisée en différentes laminae, 

suivant la classification initialement effectuée par Bror Rexed chez le chat. Cette classification 

se fonde sur les propriétés cyto-architecturales des neurones de la ME : densité, morphologie, 

taille des corps cellulaires et de l’arborisation dendritique (Rexed, 1952). Ainsi, la corne 

dorsale est composée des laminae I à VI, avec les laminae I et II correspondant aux couches 

superficielles, et la corne ventrale comprenant les laminae VII à IX. La lamina X entoure le canal 

de l’épendyme  (Braz et al., 2014; Zeilhofer et al., 2012) (Figure 10). 
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Figure 10: Représentation schématique d’une coupe transversale de moelle épinière 
La substance grise de la moelle épinière est composée d’une corne ventrale et d’une corne 
dorsale toutes les deux divisées en laminae (Rexed, 1952). 
 
 
La lamina I est constituée d’une fine couche de neurones. Ces neurones sont principalement 

des interneurones excitateurs et inhibiteurs et dans une faible proportion des neurones de 

projection. Ces neurones sont des neurones nociceptifs spécifiques polymodaux qui reçoivent 

les informations provenant des fibres Aδ et des fibres C peptidergiques (Figure 11). Ils 

participent donc au traitement des informations sensorielles nociceptives. 

 

La lamina II est composée d’interneurones excitateurs et inhibiteurs. Elle est souvent divisée 

en une partie externe (IIe), qui est innervée par les fibres C peptidergiques, et une partie 

interne (IIi), qui reçoit les informations nociceptives par les fibres C non peptidergiques (Figure 

11). La lamina II joue également un rôle dans l’intégration et la modulation des informations 

nociceptives. 

 

Les laminae III et IV font partie des couches profondes de la CDME et intègrent l’information 

provenant des fibres myélinisées de type Aβ et Aδ (Figure 11). Elles sont constituées 

d’interneurones. 

 

Lamina I

Lamina II

Lamina III

Lamina IV

Lamina V

Lamina IX

Lamina VII

Lamina VIII

Lamina VIX 

Corne dorsale

Corne Ventrale
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Les laminae V et VI reçoivent des informations à la fois des fibres non nociceptives Aβ et des 

fibres nociceptives Aδ et C (Figure 11). Elles sont constituées de neurones de projection 

polymodaux, qui reçoivent à la fois les informations non nociceptives et nociceptives. La 

lamina VI n’est présente qu’au niveau du renflement cervical et du renflement lombaire. 

 

 

 
Figure 11: Projections centrales des fibres afférentes primaires 
Les fibres Aβ (orange) projettent vers les laminae profondes de la corne dorsale de la moelle 
épinière. Les fibres nociceptives Aδ (violet) projettent vers les neurones des laminae I, III et V. 
Les fibres C (rouge) projettent vers les neurones des laminae I, II et V (Adapté de Basbaum, 
2009). 
 

 

2) Les neurones de projection 

 

Les neurones de projection sont des neurones excitateurs qui représentent environ 10% de la 

population neuronale de la CDME. Ils reçoivent directement ou indirectement les 

informations sensorielles provenant de la périphérie et projettent ensuite vers les centres 

supra-spinaux. Les neurones de projection sont retrouvés dans toutes les laminae de la CDME, 

à l’exception de la lamina II qui ne contient que des interneurones (Todd, 2010). 

Dans la lamina I, la plupart des neurones de projection sont dits nociceptifs spécifiques car ils 

ne répondent qu’aux stimuli nociceptifs transmis par les fibres Aδ et C. Ils expriment le 

récepteur NK1, récepteur de la substance P qui est libérée par les fibres afférentes 

nociceptives (Littlewood et al., 1995). 
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Il existe également des neurones de projection définis comme nociceptifs non spécifiques qui 

répondent principalement aux stimuli nociceptifs, transmis par les fibres Aδ et C, mais aussi, 

dans une plus faible mesure, aux stimuli non nociceptifs, transmis par les fibres Aβ. Ils sont 

présents en petite quantité au niveau des laminae I, II et IV à VI. Dans les couches IV à VI, ils 

représentent la majorité des neurones nociceptifs et sont appelés neurones Wide Dynamic 

range (WDR). Ils sont donc capables d’identifier et de coder l’intensité de la stimulation reçue 

et ainsi, de différencier un stimulus nociceptif d’un stimulus non nociceptif. Cela se traduira 

par différentes fréquences de décharges des neurones. Un stimulus nociceptif entrainera alors 

une plus grande fréquence de décharge, c’est à dire l’établissement de plus de potentiel 

d’action qu’un stimulus non nociceptif. En plus des informations périphériques, les WDR 

reçoivent également des informations intra-spinales transmises par les interneurones et 

supra-spinales envoyées par les voies descendantes (Beenhakker et al., 2007; Chu et al., 2004; 

Wang et al., 2005). Les neurones WDR sont alors considérés comme étant un bon reflet du 

fonctionnement du réseau sensoriel de la CDME. Dans ce manuscrit, l’activité de ces neurones 

sera étudiée lors de nos approches électrophysiologiques. 

 

 

3) Les interneurones 

 

Les interneurones sont les neurones majoritaires de la CDME (90%). Ils sont présents dans les 

laminae I, II et III où ils jouent un rôle dans l’intégration et la modulation des informations 

nociceptives (Graham et al., 2007; Todd, 2010; Zeilhofer et al., 2012). Il existe deux types 

d’interneurones : excitateurs et inhibiteurs (Polgar et al., 2013; Polgar et al., 2003; Todd, 

1990). 

 

 

i. Les interneurones excitateurs 

Les interneurones excitateurs représentent 75% des interneurones de la CDME. Ils utilisent le 

glutamate comme neurotransmetteur (Landry et al., 2004). Ils sont impliqués dans l’activation 

indirecte des neurones de projection et dans le rétrocontrôle positif des fibres afférentes 

primaires. Il existe plusieurs types d’interneurones excitateurs, classés selon leur localisation, 
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morphologie, et profil de décharge : les interneurones verticaux, centraux et radiaux 

excitateurs. 

 

Les interneurones verticaux excitateurs (Ramon y Cajal, 1909-1911) sont une sous-population 

hétérogène, retrouvés principalement dans la lamina IIe et en plus faible quantité dans la 

lamina IIi. Ils se différencient morphologiquement par une arborisation dorso-ventrale allant 

de la lamina I à la lamina III et électrophysiologiquement par un profil de décharge variable 

mais jamais transitoire (Gobel and Falls, 1979). Ils modulent l’activité des neurones de la 

lamina I (Heinke et al., 2004). 

 

Les interneurones centraux excitateurs (Ramon y Cajal, 1909-1911) sont localisés dans la 

lamina IIi. Ils présentent une arborisation rostro-caudale et dorso-ventrale et possèdent un 

profil de décharge de PA de type transitoire/phasique (Grudt and Perl, 2002). Ils reçoivent des 

afférences des fibres nociceptives C non peptidergiques et Aδ et modulent l’activité des 

interneurones verticaux excitateurs (Benarroch, 2016).  

 

Les interneurones radiaux excitateurs sont localisés au niveau de la jonction entre les laminae 

IIi et IIe (Dickie et al., 2019; Grudt and Perl, 2002). Ils sont caractérisés par une arborisation 

dendritique multidirectionnelle sans orientation prédominante et présentent un profil de 

décharge temporellement retardée à la suite d’une stimulation (Bicknell and Beal, 1984; 

Polgar et al., 2008).  Ils reçoivent principalement des projections des fibres Aβ et agissent sur 

les autres interneurones excitateurs (Benarroch, 2016). 

 

 

ii. Les interneurones inhibiteurs 

 

Les interneurones inhibiteurs sont les interneurones minoritaires de la CDME et ne 

représentent que 25%. Ils utilisent le GABA et/ou la glycine comme principal 

neurotransmetteur et ont pour rôle de réguler les informations nociceptives afin d’éviter 

qu’elles ne deviennent aberrantes et donc pathologiques en agissant sur les neurones de 

projections et les autres interneurones (Heinke et al., 2004; Todd, 1990; Yasaka et al., 2010). 

Tout comme les interneurones excitateurs, il existe plusieurs types d’interneurones 
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inhibiteurs dans la ME : les interneurones centraux et verticaux inhibiteurs et les 

interneurones en ilots. 

 

Les interneurones centraux inhibiteurs sont localisés dans la lamina II et présentent une 

arborisation rostro-caudale et dorso-ventrale. Ils se distinguent des interneurones centraux 

excitateurs de par leur profil de décharge de PA de type tonique. Ils reçoivent des afférences 

des fibres Aβ et participent à l’inhibition des interneurones excitateurs et des fibres projetant 

sur ces derniers (Grudt and Perl, 2002) (Lu and Perl, 2005). 

 

Les interneurones verticaux inhibiteurs sont principalement retrouvés dans la lamina IIe et en 

plus faible quantité dans la lamina IIi. Ils présentent une arborisation dorso-ventrale qui 

s’étend de la lamina I à la lamina III. Tout comme les interneurones verticaux inhibiteurs, leur 

profil de décharge peut être tonique ou phasique mais jamais transitoire (Heinke et al., 2004; 

Maxwell et al., 2007). Ils inhibent également les interneurones excitateurs et les neurones de 

projection. 

 

Enfin, les interneurones en ilots (Gobel, 1975) sont retrouvés dans la lamina IIe et répondent 

uniquement à des stimuli nociceptifs (Bennett et al., 1980). ils se caractérisent par une forte 

arborisation dendritique sur le plan rostro-caudal, associée à un faible déploiement sur l’axe 

dorso-ventral et médio-latéral (Schoenen, 1982). Malgré une similitude morphologique avec 

les cellules centrales inhibitrices, les cellules en ilots se distinguent par une arborisation plus 

importante. Sur le plan électrophysiologique, elles possèdent un profil de décharge tonique 

(Abraira et al., 2017; Alba-Delgado et al., 2015; Boyle et al., 2019; Melnick, 2008; Smith et al., 

2015; Smith et al., 2016). 
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E. Transmission supra-spinale 

 

Les informations non-nociceptives cutanées tactiles et proprioceptives conscientes sont 

envoyées par les neurones de projection vers le thalamus et le cortex sensoriel, en 

empruntant la voie des cordons dorsaux. Les informations proprioceptives inconscientes 

provenant des muscles et des articulations affèrent vers le cervelet (Peirs and Seal, 2016).  

 

Les informations nociceptives sont transmises vers le cerveau en utilisant trois voies 

principales (Figure 12).  

La voie spinothalamique est la voie nociceptive la plus importante dans la perception de la 

douleur. Elle est composée de neurones de projection localisés dans les laminae I, IV et V qui 

projettent les informations nociceptives vers le noyau ventro-postéro-latéral (VPL) du 

thalamus, puis vers le cortex pariétal somesthésique S1 et S2 (Almeida et al., 2004). Cette voie 

est importante pour la sensori-discrimination de la douleur car elle est responsable de la 

sensation consciente de la douleur aigüe. Elle est nécessaire à l’envoi des informations 

permettant de définir la nature, la durée, la localisation et l’intensité de la douleur (Basbaum 

et al., 2009; Chung et al., 1986; Reddi et al., 2013; Willis and Westlund, 1997). 

  

La voie spino-réticulo-thalamique est composée de neurones de projections des laminae I et 

V. Ces neurones transmettent les informations nociceptives vers les noyaux de la formation 

réticulée du tronc cérébral, puis vers le noyau ventro-postéro-médian (VPM) du thalamus. 

Cette voie est impliquée dans la composante émotionnelle et affective de la douleur (Basbaum 

et al., 2009; De Broucker et al., 1990; Haber et al., 1982; Millan, 1999). 

 

La voie spino-mésencéphalique est constituée uniquement d’axones de neurones de 

projections de la lamina I, qui sont uniquement nociceptifs. Ces axones transmettent 

l’information vers la substance grise périaqueducale (PAG) et l’aire parabracchiale. La 

transmission sur l’aire parabracchiale, permet la connexion rapide avec l’amygdale qui est 

impliquée dans la composante aversive de la douleur (Bernard and Besson, 1990). La voie 

spino-mésencéphalique projette également sur le noyau prétectal qui de par son contact avec 

les colliculi supérieurs entraine le réflexe locomoteur visuel à la suite d’une stimulation. Cette 

voie est donc associée au caractère aversif de la douleur et est responsable de certains effets 
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autonomes, cardiovasculaires, motivationnels et affectifs et est impliquée dans le 

recrutement des voies descendantes (Basbaum et al., 2009; Rees and Roberts, 1993). 

 

 

Figure 12: Les voies supra-spinales ascendantes nociceptives 
Le message nociceptif atteint la corne dorsale de la moelle épinière et est envoyé vers les 
centres supra-spinaux en empruntant les voies spino-thalamique, spino-réticulo-thalamique et 
spino-mésencéphalique (Kandel, 2013). 
 

 

F. Douleur aigüe ou douleur physiologique 

 

Selon l’association internationale pour l’étude de la douleur (IASP), la douleur est « une 

expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée à, ou ressemblant à celle 

associée à une lésion tissulaire réelle ou potentielle». La douleur comprend les dimensions 

sensori-discriminative, émotionnelle, cognitive et comportementale. 

La dimension sensori-discriminative est définie par l’intensité du stimulus qui, lorsqu’il 

dépasse un certain seuil devient douloureux et est transmise aux fibres afférentes primaires 
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nociceptives Aδ et C. La douleur induit alors un comportement d’évitement et/ou de 

protection. La douleur peut être physiologique (ou aigüe) ou pathologique lorsqu’elle est 

anormalement prolongée. On parle alors de douleur chronique (Bouhassira et al., 2008; 

Treede et al., 2015). 

 

La douleur aigüe ou physiologique est une douleur dite utile car elle a pour but de prévenir 

l’organisme d’un danger imminent ou existant. Elle agit alors comme un système d’alarme. La 

douleur aigüe est une douleur dite essentielle, elle ne persiste pas et s’arrête lorsqu’il n’y a 

plus de stimulus ou lors de la guérison du traumatisme. Elle peut cependant se transformer 

en douleur chronique si la cause n’est pas traitée. Elle s’accompagne d’un réflexe de retrait si 

le stimulus est externe, on parle alors de douleur nociceptive somatique ou de repli, si le 

phénomène est interne on parle de douleur nociceptive viscérale (Costigan et al., 2009; 

Ellison, 2017; Orr et al., 2017). 

 

A la suite d’un dommage périphérique, les cellules immunitaires périphériques vont libérer 

localement des médiateurs inflammatoires tels que la substance P, des protons 

extracellulaires, de la bradykinine, de l’histamine, du NGF, du CGRP ou encore de l’ATP qui 

vont activer des récepteurs ionotropiques et métabotropiques (canaux TRP, ASIC, P2X, NK1, 

…) situés sur les fibres afférentes primaires, dans le but de réparer les tissus ou nerf impactés. 

(Figure 13). Ceci va activer les fibres afférentes primaires nociceptives qui transmettront 

l’information au SNC. Des modifications à court et moyen terme de l’expression et/ou de 

l’activité des récepteurs qu’elles contiennent peut entrainer une augmentation de 

l’excitabilité de ces dernières. C’est la sensibilisation périphérique.   
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Figure 13: Sensibilisation inflammatoire périphérique 
Suite à une lésion tissulaire, les cellules immunitaires et les tissus endommagés libèrent de 
nombreuses substances capables de moduler la transmission du signal nociceptif (Basbaum et 
al., 2009).  
 
 

Les fibres excitées vont alors libérer du glutamate dans la ME qui va agir sur les récepteurs 

glutamatergiques AMPA et générer des courants post-synaptiques excitateurs (CPSE). La 

sommation de ces derniers peut induire l’émission de PA qui activent les différents neurones 

spinaux (Latremoliere and Woolf, 2009; Woolf and Salter, 2000). Cette hyperactivation 

glutamatergique est l’un des mécanismes responsable de la sensibilisation centrale. 

 

Le système sensoriel nociceptif est un système plastique et peut donc être modulé en 

condition physiologique par des phénomènes de plasticité à court terme (PCT) et à long terme 

(PLT). La plasticité à court terme est représentée par un changement de l’efficacité synaptique 

qui perdure jusqu’à quelques minutes à la suite du stimulus. Elle est caractérisée par une 

facilitation (ou Wind up) ou une désensibilisation de la synapse. Le Wind up est un mécanisme 

physiologique (Sandkuhler, 2009) décrit comme étant une augmentation progressive de la 

décharge des neurones nociceptifs de la CDME en réponse à des stimuli répétés à basse 

fréquence des fibres C et une post décharge prolongée (Mendell and Wall, 1965). Le Wind up 

dépend de l’activation des récepteurs NMDA et du recrutement des canaux calciques de type 
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L qui induisent une sommation temporelle des CPSE (Fossat et al., 2007; Morisset and Nagy, 

2000; Radwani et al., 2016; Aby et al 2019, IJMS). Ce phénomène de Wind up est retrouvé au 

niveau des neurones de projection et notamment au niveau des neurones WDR présents dans 

les laminae 4 et 5.  

Ce système est également capable de plasticité à long terme. La libération de glutamate par 

les fibres afférentes primaires, à la suite d’un stimuli nociceptif, induit l’activation des 

récepteurs NMDA post-synaptiques qui sont physiologiquement silencieux en présence de 

magnésium (inhibiteur des récepteurs NMDA). Cela va induire une entrée de calcium ce qui 

facilitera, via l’activation des voies de signalisation calcium-dépendantes MAPK et PKC, la 

transmission du message nociceptif au cerveau par les voies supra-spinales (Basbaum et al., 

2009; Latremoliere and Woolf, 2009; Lu et al., 1999; Woolf and Salter, 2000). 

 

Au niveau de la CDME, plusieurs mécanismes sont mis en place afin de moduler la 

transmission nociceptive afin qu’elle ne devienne pas chronique. Le premier se réfère à la 

théorie du portillon (Figure 14). Elle correspond à la capacité des fibres non nociceptives Aβ 

d’activer les interneurones inhibiteurs de la lamina II, permettant l’inhibition des fibres 

nociceptives Aδ et C et ainsi une hypoalgésie. Au contraire, une forte activation des fibres Aδ 

et C conduit à une inhibition de ces interneurones et donc une hyperalgésie. Sans altération 

de ce système, l’hypoalgésie prévaut du fait de la conductance rapide des fibres Aβ (Baba et 

al., 2003; Kaneko and Hammond, 1997; Melzack and Wall, 1965; Petitjean et al., 2015; Sivilotti 

and Woolf, 1994).  
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Figure 14: La théorie du portillon 
Un stimulus nociceptif active les fibres Aβ non nociceptives qui activent les interneurones 
inhibiteurs de la lamina II. Ces derniers inhibent les neurones de projections. L’activation des 
fibres nociceptives Aδ et C participent à la désinhibition de ces neurones de projections (Sufka, 
2002). 
 
Le deuxième mécanisme mis en place est le contrôle inhibiteur diffus (CIDN). Il correspond à 

l’effet analgésique produit dans l’ensemble de l’organisme à la suite d’un stimulus nociceptif 

localisé. La liaison de composés endogènes (enképhaline, endorphine et dynorphine) avec des 

récepteurs des opioïdes présents au niveau du PAG et de la lamina II induit une inhibition des 

neurones de la CDME et ainsi une analgésie (de Resende et al., 2011; Fields, 2004; Lima et al., 

2017; Marinelli et al., 2002). 

 
 

G. La douleur chronique 

 

La douleur chronique est souvent considérée comme étant une pathologie en elle-même mais 

est souvent la comorbidité de nombreuses autres pathologies telles que le diabète, les cancers 

ou encore les maladies neurodégénératives. Au total, la douleur chronique touche en 

moyenne 1 adulte sur 5, soit 10 millions de français. C’est le premier motif de consultation 

dans les services d’urgences ou chez le médecin généraliste, mais 2 patients sur 3 ne sont pas 

soulagés par leur traitement. Aussi, 70% des malades souffrant de douleur chronique 

présentent des répercussions psycho-sociales (troubles du sommeil, anxiété, dépression, 

troubles cognitifs). Ceci en fait donc un sujet de recherche majeur afin de trouver des 
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traitements appropriés (Bair et al., 2003; Bouhassira et al., 2008; Breivik et al., 2006; Breivik 

et al., 2013; Serrie, 2015; van Hecke et al., 2013; Williams et al., 2003). 

 

La douleur devient pathologique quand elle persiste (plus de 3 mois consécutifs de sensation 

douloureuses quotidiennes chez l’homme) et perd donc son rôle physiologique d’alarme. La 

douleur chronique est donc le reflet du fonctionnement aberrant des circuits nociceptifs. Elle 

est définie par la haute autorité de santé, comme étant « un syndrome multidimensionnel et 

lorsque la douleur est exprimée, quelles que soient sa topographie et son intensité, persiste 

ou est récurrente au-delà de ce qui est habituel pour la cause initiale présumée, répond 

insuffisamment au traitement, ou entraîne une détérioration significative et progressive des 

capacités fonctionnelles et relationnelles du patient ». 

 

Tout comme la douleur dite physiologique, la douleur chronique est due à l’activation des 

fibres nociceptives Aδ et C, mais elle est aussi parfois accompagnée par l’activation de fibres 

Aβ qui deviennent anormalement nociceptives. Ces fibres peuvent être soit activées par des 

stimuli nociceptifs, mais aussi en l’absence de stimulus. C’est la douleur spontanée. 

La douleur chronique peut être caractérisée par deux « symptômes » en lien avec le stimulus 

appliqué : l’allodynie et l’hyperalgésie. L’allodynie se traduit par une réponse nociceptive 

causée par un stimulus normalement non nociceptif. L’hyperalgésie est caractérisée par une 

réponse nociceptive exacerbée face à un stimulus normalement faiblement nociceptif. Elle 

reflète une augmentation du nombre de PA générés à la suite du stimulus (Figure 15).  

L’allodynie et l’hyperalgésie sont donc des marqueurs du dysfonctionnement du système 

sensoriel. 
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Figure 15: Caractérisation de la douleur  
En condition physiologique, un stimulus atteint un certain seuil, devient nociceptif et engendre 
une réponse nociceptive. En condition pathologique, un stimulus normalement non nociceptif 
devient nociceptif (baisse du seuil). C’est l’allodynie. Aussi, un stimulus nociceptif peut 
engendrer une réponse nociceptive exacerbée. C’est l’hyperalgésie (Lolignier et al., 2015). 
 

 

Il est considéré que la douleur chronique peut avoir deux origines : elle peut être soit 

inflammatoire, résultant d’un tissu lésé ; soit neuropathique, ayant pour origine une lésion 

nerveuse. Bien qu’ayant des origines différentes, ces 2 types de douleurs se regroupent sur 

certains mécanismes communs. En effet, les douleurs neuropathiques et inflammatoires se 

rejoignent et sont caractérisées par une hyperactivation glutamatergique aberrante et non 

réversible. Cela est lié à un phénomène de désinhibition centrale qui est la perte du contrôle 

inhibiteur glycinergique et GABAergique exercé par les interneurones (Schoffnegger et al., 

2008). En effet, en condition pathologique, les interneurones inhibiteurs localisés dans la 

lamina II de la CDME présentent un défaut de libération de GABA produit par une 

augmentation des transporteurs du GABA (GAT), qui augmente la recapture du GABA par les 

neurones. La diminution de libération GABAergique est aussi corrélée avec la diminution de 

l’expression de l’enzyme de synthèse du GABA, l’acide glutamique décarboxylase 65 (GAD65). 

Tous ces phénomènes de désensibilisation centrale induisent une augmentation de la 
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transmission du message nociceptif et une hyperalgésie (Basbaum et al., 2009; Melzack and 

Wall, 1965) (Gwak and Hulsebosch, 2011) (Petitjean et al., 2015) (Polgar et al., 2008). 

 

Malgré ces mécanismes communs, les douleurs chroniques inflammatoire et neuropathique 

présentent également certaines différences. 

 

 

1) La douleur inflammatoire 

 

Dans le cas de douleur inflammatoire chronique, le phénomène de sensibilisation 

périphérique perd son rôle protecteur. Une libération aberrante de marqueurs 

inflammatoires et des modifications transcriptionnelles des récepteurs nociceptifs présents 

sur les fibres afférentes primaires sont responsables de l’amplification du message 

inflammatoire, qui va induire le recrutement de ces fibres, non seulement localement, mais 

aussi au niveau des sites voisins. Leur seuil d’activation va alors diminuer et se traduira par 

une allodynie et une hyperalgésie (Ciaramella, 2019; Costigan et al., 2009; Yam et al., 2018). 

L’inflammation est également maintenue par le biais de l’activation antidromique des fibres 

nociceptives qui vont elles-mêmes libérer des médiateurs inflammatoires (substance P, CGRP, 

ATP) sur le site du stimulus. C’est l’inflammation neurogénique (Julius and Basbaum, 2001). 

Certains de ces médiateurs inflammatoires étant également de puissants vasodilatateurs, ils 

vont engendrer un afflux de cellules immunitaires sur le site de lésion et donc une libération 

de molécules inflammatoires encore plus importante. A noter que, certaines fibres 

nociceptives C sont silencieuses en condition physiologique et vont être également activées 

en condition pathologique car elles auront été préalablement sensibilisées par les médiateurs 

inflammatoires persistants (Feng et al., 2012; Schmidt et al., 1995; Prato et al., 2017). Cela va 

également participer à l’augmentation du message nociceptif en cas de stimulation 

inflammatoire. 

 

Les phénomènes inflammatoires induisent la libération par les fibres afférentes primaires de 

prostaglandine E2 (PGE2) dans la ME, qui active les récepteurs EP2 présents à la membrane 

des interneurones excitateurs et des neurones de projection des couches superficielles de la 
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CDME. L’activation de ces récepteurs va engendrer la phosphorylation du récepteur 

glycinergique GlyRα3 et le rendre inactif. Cela va donc participer à la désinhibition centrale 

(Ahmadi et al., 2002; Harvey et al., 2004; Reinold et al., 2005). 

 

La douleur chronique inflammatoire est également accompagnée au niveau central par une 

plasticité à court terme (PCT) exacerbée, caractérisée par l’augmentation de l’amplitude du 

wind up généré par les neurones WDR. Cette altération du wind up serait un marqueur de 

l’amplification du signal. En effet, la désinhibition centrale observée en condition 

d’inflammation chronique permet entre autres la levée de l’inhibition d’interneurones 

exprimant la neurotensine, impliqué dans l’inhibition du wind up des neurones de projection 

de la lamina 1 qui projettent vers le noyau parabracchial (Hachisuka et al., 2018). Cette levée 

d’inhibition observée en condition pathologique  pourrait alors contribuer à l’amplification du 

wind up dans les cas de douleur inflammatoire (Aby et al., 2018). 

 

 

2) La douleur neuropathique 

 

L’IASP définit la douleur neuropathique comme étant « une douleur liée à une lésion ou une 

maladie affectant le système somato-sensoriel ». Elle se caractérise par une lésion du SNP ou 

du SNC et par une douleur persistante même après la réparation de la lésion (Bouhassira et 

al., 2008; Yam et al., 2018). Cette lésion peut être causée par des traumatismes, du diabète, 

des infections, des cancers et leurs traitements, des accidents vasculaires cérébraux ou encore 

dans des cas de maladies neurodégénératives (Costigan et al., 2009; Ellison, 2017; Yam et al., 

2018). La douleur neuropathique se caractérise par une augmentation de la sensibilité 

centrale et périphérique vis à vis de stimuli douloureux et non douloureux (Ellison, 2017). 

 

En condition neuropathique, on observe une augmentation de libération de médiateurs 

inflammatoires et de neurotransmetteurs par les cellules lésées induisant une hausse de la 

sensibilisation périphérique (Basbaum et al., 2009). Ces médiateurs vont alors entrainer la 

sensibilisation des nocicepteurs en augmentant l’excitabilité de leurs fibres nerveuses. 
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Au niveau central, on observe un rôle prépondérant des cellules gliales et notamment de la 

microglie. En effet, une lésion nerveuse induit la libération d’ATP qui va stimuler la microglie 

et augmenter son nombre (Kohno et al., 2018) par le biais de récepteurs membranaires et 

notamment les récepteurs purinergiques P2X4, P2X7 et P2Y12 (cf. Partie 3). L’activation 

microgliale entraine alors la libération de BDNF et d’un éventail de cytokines qui contribuent 

à la sensibilisation centrale et qui va favoriser l’hyperexcitabilité neuronale au niveau de la 

CDME menant à l’hyperalgésie et à l’allodynie (Basbaum et al., 2009; Donnelly et al., 2020). 

Contrairement à la douleur inflammatoire chronique, très peu d’études se sont intéressées au 

phénomène de PCT et de wind up au niveau des neurones de projection en condition 

neuropathique. Cependant une étude récente a observé que l’amplitude du wind up serait 

diminuée en condition de douleur neuropathique basée sur un modèle de ligature de nerf 

sciatique (SNL) (Radwani et al., 2016). Ceci reste néanmoins à confirmer. 
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III. DOULEUR ET P2X4 

 

A. P2X4 et douleur neuropathique 

 

1) Première découverte et rôle clé de la microglie 

 

Malgré le rôle clé des neurones dans l’établissement de la douleur neuropathique, les cellules 

gliales ne sont pas en reste, et en particulier la microglie.  

Dans les années 1970, il a été observé qu’en condition neuropathique à la suite d’une lésion 

de nerf périphérique (LNP), la microglie était soumise à des changements morphologiques, 

passant d’un état quiescent sous forme ramifiée à un état activé amiboïde, représenté par 

une hypertrophie de son corps cellulaire et la rétractation de ses prolongements (Gilmore and 

Skinner, 1979). Cette activation microgliale et les études relatant l’importance de la 

signalisation purinergique au niveau de la microglie ont mené à la découverte d’un lien de 

cause à effet entre la microglie et le récepteur P2X4 dans la douleur neuropathique. 

 

En 2003, Tsuda et ses collaborateurs ont montré que l’injection intrathécale de TNP-ATP 

(antagoniste non sélectif P2X1 à P2X4) et d’oligonucléotides anti-sens afin de réduire 

l’expression de l’ARNm de P2X4, prévenaient l’allodynie mécanique dans un modèle 

neuropathique chez le rat induit par ligature du nerf sciatique. Ils ont ensuite observé que la 

neuropathie induisait une augmentation de l’expression de P2X4 dans la microglie de la CDME 

ipsilatérale, qui était corrélée avec la diminution de la sensibilité mécanique jusqu’à 14 jours 

après la lésion du nerf sciatique.  De plus, ils ont remarqué, chez des rats sains, que 

l’administration intrathécale de microglies activées, préalablement stimulées in vitro par de 

l’ATP, entrainait une allodynie mécanique importante. Cette dernière étant également 

bloquée par le TNP-ATP. Ces résultats proposaient donc pour la première fois que 

l’augmentation de l’expression de P2X4 dans la microglie activée de la CDME, causée par la 

neuropathie, était nécessaire et suffisante au développement de l’allodynie tactile (Tozaki-

Saitoh et al., 2019; Tsuda et al., 2003).  

De nombreuses autres études ont ensuite confirmé ces résultats en utilisant de nouveaux 

outils pharmacologiques, comme des antagonistes sélectifs de P2X4 (Matsumura et al., 2016) 
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et des outils génétiques. L’utilisation de la souris transgénique P2X4 KO (délétion du gène 

P2X4 dans toutes les cellules exprimant P2X4) a permis de renforcer l’idée que l’augmentation 

de l’expression des récepteurs P2X4 microgliaux était nécessaire au développement de la 

douleur neuropathique (Tsuda et al., 2009b; Ulmann et al., 2008) (Tsuda et al., 2009a). En 

outre, l’activation microgliale dans la CDME observée lors d’une neuropathie n’est pas 

modifiée chez les souris P2X4 KO indiquant donc que l’augmentation de P2X4 dans la microglie 

n’est pas nécessaire à l’activation microgliale (Ulmann et al., 2008). 

 

 

2) Mécanismes 

 

i. Activation de P2X4 microglial et libération de BDNF 

 

Lors d’une neuropathie, les microglies s’activent et induisent une augmentation de P2X4 à 

leur surface (Toyomitsu et al., 2012). L’activation de P2X4 par l’ATP extracellulaire induit une 

réponse biochimique en activant la voie des protéines kinases activées par les mitogènes 

(MAPK) qui va phosphoryler p38MAPK (Jin et al., 2003; Kawano et al., 2012b; Lu et al., 2013; 

Wang et al., 2018b). Cette phosphorylation conduit alors à la synthèse et la libération par 

exocytose de BDNF par la microglie (Figure 16) (Liu et al., 2018; Trang et al., 2009; Ulmann et 

al., 2008). L’utilisation de souris BDNF KO conditionnelles, chez lesquelles le BDNF a été 

supprimé spécifiquement dans la microglie, montre également que le BDNF microglial est 

nécessaire à l’induction de l’allodynie mécanique et donc à l’établissement de la douleur 

neuropathique (Sorge et al., 2015). 

 

Outre la libération de BDNF P2X4-dépendante, la neuropathie mène également à une 

libération de cytokines inflammatoires par la microglie, telles que IL1β et TNFα, qui 

contribuent à la modulation de l’excitabilité neuronale (Inoue and Tsuda, 2018; Ji et al., 2014). 

L’IL1β agit sur les neurones de la CDME et augmente l’amplitude de la transmission synaptique 

excitatrice glutamatergique via la phosphorylation des récepteurs glutamatergiques NMDA et 

la diminution de l’inhibition GABAergique (Clark et al., 2015; Kawasaki et al., 2008; Reeve et 
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al., 2000; Viviani et al., 2003). Le TNFα augmente rapidement la transmission glutamatergique 

dans la CDME sans changer la réponse GABA/glycine (Kawasaki et al., 2008). 

 

 

Figure 16: Libération P2X4-dépendante de BDNF par la microglie en condition neuropathique 
L’activation de P2X4 par l’ATP extracellulaire engendre un flux entrant de calcium dans la 
microglie, ce qui entraine la phosphorylation de p38-MAPK. Ce dernier favorise la synthèse et 
la libération exocytotique par les vésicules à cœur dense de BDNF (Trang et al., 2009). 
 
 

ii. TrkB, KCC2 et hyperactivité neuronale 

 

Une fois libéré dans la CDME par la microglie, le BDNF se fixe sur son récepteur tropomyosine 

kinase B (TrkB) qui est exprimé à la surface des neurones de projection de la CDME et au 

niveau des terminaisons des fibres afférentes primaires (Keller et al., 2007) (Coull et al., 2005; 

Keller et al., 2007; Ulmann et al., 2008). 

L’activation du récepteur TrkB va alors activer différentes protéines kinases telles que les 

MAPK, les PI3K et PLCγ1. Ces trois voies sont impliquées dans l’inhibition du facteur de 

transcription CREB, qui contrôle la transcription du co-transporteur potassique et chlorure 

KCC2. Ainsi, l’activation de TrkB par le BDNF microglial P2X4-dépendant diminue l’expression 

de KCC2, transporteur qui maintient le gradient chlore transmembranaire, nécessaire à 

l’hyperpolarisation induite lors de l’activation des récepteurs-canaux GABAA et glycine, qui 

sont perméables aux ions chlorures (Coull et al., 2005; Coull et al., 2003; Keller et al., 2007). 



 
84

L’inhibition de KCC2 provoque une augmentation du chlore intracellulaire, ce qui va diminuer 

le gradient chlorure, voire l’inverser. Ainsi, l’activation des récepteurs GABA et/ou glycine va 

diminuer l’hyperpolarisation ou induire une dépolarisation neuronale, provoquant une 

augmentation de l’excitabilité neuronale des neurones de projection de la CDME (Coull et al., 

2005; Coull et al., 2003; Gagnon et al., 2013; Lee and Prescott, 2015; Mapplebeck et al., 2019). 

En condition de douleur neuropathique, l’augmentation des récepteurs P2X4 microgliaux via 

la cascade de signalisation BDNF-TrkB-KCC2 contribue donc à l’hyperexcitabilité des neurones 

de la ME. Ceci se traduit par une augmentation de la transmission de messages nociceptifs 

(Inoue and Tsuda, 2018) (Figure 17). 

 

L’activation du récepteur TrkB par le BDNF microglial augmente également l’activité des 

récepteurs NMDA (Hildebrand et al., 2016). En effet, l’activation de la voie de signalisation 

PI3K du récepteur TrkB provoque la phosphorylation de la Tyrosine-1472 de la sous-unité 

GluN2B des récepteurs NMDA en augmentant l’activité de la tyrosine kinase Fyn (Abe et al., 

2005) et en diminuant l’activité tyrosine phosphatase STEP61 (Dedek et al., 2019). Ce 

mécanisme, qui est à la fois visible chez des modèles murins et chez l’homme (Dedek et al., 

2019), contribue donc également à l’excitation anormale des neurones de projections de la 

CDME et aux comportements douloureux. 
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Figure 17: Implication du récepteur P2X4 microglial en condition normale et neuropathique 
(a) En condition normale, des stimuli douloureux évoquent un potentiel d’action transmis par 
les fibres afférentes Aδ et C et excitent les neurones de la corne dorsale de la moelle épinière 
(CDME) via les neurones glutamatergiques. Les interneurones inhibiteurs de la CDME inhibent 
les interneurones excitateurs qui innervent les neurones de projections. Des stimuli non 
nociceptifs, transmis par les fibres afférentes Aβ innervent des interneurones inhibiteurs qui 
activent les récepteurs GABAergiques des neurones de projection et entrainent une inhibition. 
(b) Une lésion nerveuse active la microglie de la CDME et stimule le P2X4 microglial présent à 
sa surface. L’activation de P2X4 entraine une synthèse et libération de BDNF qui en se fixant 
sur son récepteur TrkB inhibe KCC2 et active les récepteurs NMDA. L’inhibition de KCC2 induit 
un shift du gradient chlore des récepteurs GABA, ce qui conduit à une dépolarisation et donc 
une hyperexcitabilité neuronale qui est amplifiée par l’activation des récepteurs NMDA. 
L'hyperexcitabilité résultante de la transmission de la douleur dans les neurones contribue à 
l'hypersensibilité mécanique (Inoue and Tsuda, 2018). 
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iii. Facteurs régulant la transcription de P2X4 

 

En condition physiologique, le récepteur P2X4 est peu exprimé dans la microglie, alors qu’en 

condition neuropathique, après une LNP, son expression y est augmentée.  Il a été montré 

que les facteurs de transcription IRF8, IRF5 et MAFB contribuaient à cette régulation à la 

hausse (Holtman et al., 2017; Inoue and Tsuda, 2018; Masuda et al., 2020) (Figure 18). 

 

 

 

Figure 18: Facteurs régulant la transcription et le trafic en surface de P2X4 en condition 
neuropathique. 
Une lésion de nerf périphérique induit l’expression de fibronectine qui augmente la 
transcription de P2X4 par l’activation de l’intégrine α5β1 et son trafic à la surface en stimulant 
la libération de CCL2. Cette lésion mène également à l’augmentation de l’expression d’IRF8 qui 
favorise la synthèse d’IRF5 qui conduit à la synthèse de P2X4 (Inoue, 2019). 
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Il a tout d’abord été observé qu’IRF8 était surexprimé spécifiquement dans la microglie et pas 

dans les astrocytes et les neurones de la CDME en cas de neuropathie (Masuda et al., 2012). 

La diminution de l’expression de IRF8 dans la ME à l’aide d’ARN interférants (siRNA) ou sa 

suppression en utilisant des souris IRF8 KO, a montré qu’IRF8 était nécessaire à 

l’établissement de l’allodynie tactile et à la suppression de l’augmentation de P2X4 à la suite 

d’une LNP, établissant un lien entre l’expression de P2X4 et IRF8 en condition neuropathique. 

Ce lien fut alors confirmé in vitro, en montrant que l’injection virale d’IRF8 dans des microglies 

en culture induisait l’expression de P2X4 (Masuda et al., 2012). Néanmoins, IRF8 n’agit pas 

directement sur l’expression de P2X4. En effet, IRF8 régule la transcription d’IRF5 en se fixant 

sur son promoteur, puis IRF5 se fixe à son tour sur le promoteur du gène p2rx4 et augmente 

ainsi sa transcription (Masuda et al., 2014). IRF8 et IRF5 sont donc tous deux nécessaires à 

l’augmentation de la synthèse de novo de P2X4 en condition neuropathique (Masuda et al., 

2014; Masuda et al., 2012). 

 

MAFB est un facteur de transcription également impliqué dans le maintien du profil de 

transcription de la microglie chez l’adulte (Matcovitch-Natan et al., 2016; Tozaki-Saitoh et al., 

2019). Bien que son expression ne soit pas spécifique de la microglie, après une LNP, 

l’expression de MAFB augmente uniquement dans la microglie et modulerait l’expression de 

P2X4 microglial. Effectivement, la suppression de MAFB, à l’aide de siRNA, ou l’utilisation de 

modèle transgénique MAFB KO, prévient aussi l’augmentation de P2X4 dans la microglie et le 

développement de l’allodynie tactile à la suite d’une neuropathie. MAFB est donc aussi 

impliqué dans le développement des douleurs neuropathiques P2X4-dépendantes. 

Néanmoins son implication directe ou indirecte n’est pas encore établie (Tozaki-Saitoh et al., 

2019).  

 

La fibronectine est une molécule de la matrice extracellulaire dont l’expression est également 

augmentée dans la CDME à la suite de l’induction d’une neuropathie  (Nasu-Tada et al., 2006; 

Tsuda et al., 2008a). Elle participerait également à l’augmentation de l’expression de P2X4 et 

de son trafic en surface dans la microglie. L’activation du récepteur des intégrines α5β1 par la 

fibronectine, via l’activation de la voie de signalisation Lyn (famille des kinases SFK), active les 

voies PI3K-Akt, qui stimule l’expression d’ARNm de P2X4 et MAPK, qui augmentent la 
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production de protéines P2X4 (Figure 18) (Tsuda et al., 2008a; Tsuda et al., 2009b; Tsuda et 

al., 2008b).  

La fibronectine participe également à l’augmentation de l’expression de P2X4 en stimulant la 

translocation d’IRF5 dans le noyau de la microglie, qui pourra alors se fixer au promoteur du 

gène p2rx4 et ainsi augmenter la traduction de P2X4 (Masuda et al., 2014). La fibronectine est 

aussi essentielle au trafic en surface de P2X4 en augmentant la libération de chimiokines. 

 

Les chimiokines sont des petites molécules sécrétrices qui jouent un rôle dans la pathogenèse 

des douleurs chroniques au niveau du SNC et du SNP. En effet, comme évoqué 

précédemment, la fibronectine participe à l’augmentation de la libération de la chimiokine 

CCL2 (C-C motif chemokine ligand 2) par la microglie (Figure 18). Le CCL2 se fixe alors sur son 

récepteur CCR2 (Abbadie et al., 2009), présent au niveau de la membrane plasmique de la 

microglie et va stimuler le trafic à la membrane du P2X4 lysosomal dans la microglie (Qureshi 

et al., 2007; Toyomitsu et al., 2012). Ainsi, en condition neuropathique, la libération de 

fibronectine induit l’augmentation de CCL2 qui favorise le trafic en surface de P2X4 et 

augmente l’allodynie tactile (Abbadie et al., 2003; Zhang et al., 2007a). 

La chimiokine CCL21 est exprimée dans les neurones des DRG et est transportée et libérée 

dans la CDME par les fibres afférentes primaires. Il a été suggéré que cette chimiokine était 

également nécessaire à l’augmentation de l’expression de P2X4 et à l’hypersensibilité 

mécanique provoquée par une neuropathie. Cependant, la délétion de CCL21 dans la CDME 

ne provoque pas de changement morphologique ou de la prolifération de la microglie ni ne 

change sa prolifération. CCL21 contribuerait donc à la douleur neuropathique par des 

mécanismes P2X4-dépendants sans changement d’activation de la microglie dans la CDME 

(Biber et al., 2011). 

 

Le colony stimulating factor 1 (CSF1) est un médiateur crucial de l’activation microgliale  (Guan 

et al., 2016; Okubo et al., 2016). Dans des conditions de douleurs neuropathiques, il a été 

observé une augmentation de CSF1 dans les neurones des DRG qui est ensuite transporté et 

libéré par les fibres afférentes primaires, dans la CDME. La fixation de CSF1 sur son récepteur 

CSF1R, exprimé sur la membrane plasmique des microglies, induit une prolifération 

microgliale et une hypersensibilité douloureuse (Guan et al., 2016). Le CSF1 est suffisant et 

nécessaire pour l’activation de la microglie spinale après une LNP. Aussi, CSF1 médirait 
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l’augmentation de P2X4 dans la microglie mais ne supprimerait l’hypersensibilité mécanique 

que durant la deuxième phase de douleur. Le CSF1 semble donc être un acteur de la douleur 

neuropathique dépendante de P2X4 mais pas durant la phase de douleur aigüe (Guan et al., 

2016). 

 

 

iv. D’où vient l’ATP qui active les récepteurs P2X4 microgliaux ? 

 

Dans les cas de douleurs neuropathique, la quantité d’ATP extracellulaire augmentée dans la 

CDME via la libération d’ATP par exocytose est dépendante des transporteurs vésiculaires de 

nucléotides (VNUT) (Masuda et al., 2016; Sawada et al., 2008). En effet, l’utilisation de souris 

VNUT KO conditionnelles, mimant la délétion de VNUT dans les neurones de la CDME, semble 

montrer que la nociception basale n’est pas altérée mais que la libération d’ATP extracellulaire 

et l’hypersensibilité mécanique après une neuropathie sont atténuées (Kato et al., 2017; 

Masuda et al., 2016). Ceci laisse alors penser que les neurones de la CDME et non les neurones 

sensoriels primaires, la microglie ou les astrocytes, seraient la source de libération d’ATP 

extracellulaire qui activerait les récepteurs P2X4 de la microglie et une allodynie tactile en 

condition neuropathique. Comme évoqué précédemment, au sein de la CDME, plusieurs types 

de neurones sont présents tels que des neurones de projections et des interneurones 

excitateurs et inhibiteurs. La délétion de VNUT spécifiquement dans les interneurones 

inhibiteurs n’entraine pas d’augmentation d’ATP extracellulaire ni d’allodynie tactile chez la 

souris ayant eu une LNP. Ceci induit que la libération d’ATP VNUT-dépendante par les 

interneurones inhibiteurs serait importante dans l’établissement de la douleur neuropathique 

en agissant sur les P2X4 microgliaux (Masuda et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 



 
90

3) Implication de P2X4 dans la périphérie 

 

Au sein du système nerveux périphérique, si l’expression de l’ARNm codant P2X4 a été 

détectée depuis longtemps dans les neurones des DRG, et plus particulièrement les neurones 

nociceptifs possédant des corps cellulaires de petit diamètre (Collo et al., 1996; Kobayashi et 

al., 2013; Toulme et al., 2010), l’expression du récepteur P2X4 fonctionnel dans les neurones 

sensoriels a été mise en évidence bien plus récemment (Lalisse et al., 2018; Teixeira et al., 

2019). En outre, une étude suggère que le récepteur P2X4 y serait surexprimé en condition de 

douleur neuropathique (Ying et al., 2017). Bien qu’il existe encore peu d’évidences à ce sujet, 

la présence des récepteurs TrkB sur la membrane des neurones de moyen et gros diamètre 

des DRG, qui produisent et libèrent également le BDNF en condition neuropathique, laisse 

ainsi présager que la voie de signalisation P2X4-BDNF-TrkB pourrait également intervenir au 

niveau des DRG en condition neuropathique (Kobayashi et al., 2008; Obata et al., 2006). 

D’ailleurs, la réalisation d’une LNP chez une souris conditionnelle BDNF KO, qui n’exprime plus 

le BDNF spécifiquement dans les neurones des DRG, montre une diminution de l’allodynie 

mécanique 5 jours après la lésion indiquant la contribution du BDNF neuronal des DRG dans 

la chronicité et le maintien de la douleur neuropathique (Sikandar et al., 2018; Zhao et al., 

2006). On remarque également une augmentation de CCL2 dans les neurones sensoriels 

primaires nociceptifs des DRG (White et al., 2005; Zhang and De Koninck, 2006), qui participe, 

dans la CDME, à l’augmentation du trafic de P2X4 à la surface de la microglie. On peut alors 

émettre l’hypothèse que lors d’une neuropathie, le CCL2 pourrait augmenter P2X4 à la surface 

des neurones nociceptifs, provoquant la libération de BDNF et sa fixation sur le récepteur 

TrkB. Cela engendrerait in fine une hyperexcitabilité des neurones sensoriels, qui participerait 

au maintien de l’hyperexcitabilité des neurones de la moelle épinière. De nombreuses études 

seront donc nécessaires afin de conforter ou de réfuter cette hypothèse. 

 

L’établissement de la neuropathie par LNP augmente également la communication neurones-

glie et glie-glie, en augmentant les jonctions serrées qui lient les SGC aux neurones et entre 

elles (Hanani et al., 2014; Kim et al., 2016; Spray et al., 2019). Cette augmentation induit la 

libération de médiateurs inflammatoires et d’autres modulateurs qui contribuent également 

à l’hyperexcitabilité neuronale et l’hypersensibilité douloureuse (Hanani and Spray, 2020). Ce 

rôle des SGC coïncide également avec l’augmentation de l’expression de P2X4 dans les SGC 
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qui entourent les neurones nociceptifs en condition neuropathique (Kobayashi et al., 2013; 

Kushnir et al., 2011; Teixeira et al., 2019; Ying et al., 2017; Yuan et al., 2018). Cependant, il est 

difficile de distinguer la membrane plasmique des neurones et celle des SGC de par le faible 

écart entre les deux (quelques nanomètres). Des études microscopiques plus poussées restent 

à être menées pour confirmer la présence de P2X4 sur la membrane plasmique de l’un, de 

l’autre ou des deux types cellulaires. 

 

En périphérie, une étude récente a montré qu’en condition neuropathique P2X4 dans les 

cellules de Schwann jouait un rôle bénéfique dans la remyélinisation et la réparation du nerf 

sciatique lésé. De plus, le blocage pharmacologique de P2X4 dans ces mêmes cellules entravait 

également la récupération fonctionnelle (Su et al., 2019). 

 

L’ATP libérée par les kératinocytes aide également la transmission d’un stimulus mécanique 

ou thermique, de forte ou faible température, à travers P2X4 présent au niveau des 

terminaisons périphériques des fibres afférentes primaires (Moehring et al., 2018; Sadler et 

al., 2020).  

 

Les cellules immunitaires jouent également un grand rôle dans la douleur neuropathique au 

niveau périphérique. En effet, après une LNP, les macrophages qui expriment également P2X4 

s’accumulent dans les DRG, ou au niveau du site de lésion et participent au développement 

de la douleur neuropathique (Cobos et al., 2018; Shepherd et al., 2018; Yu et al., 2020). Les 

mécanismes mis en place restent cependant à être élucidés. 

 

 

4) Dimorphisme sexuel 

 

Jusqu’à récemment, les études sur les douleurs chroniques et la plupart des études 

comportementales chez les animaux n’étaient effectuées que chez les mâles, laissant de côté 

un éventuel dimorphisme sexuel. Concernant la douleur neuropathique, la différence 

observée entre les mâles et les femelles est débattue mais certains arguments récents 
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suggèrent des différences mécanistiques dans l’établissement de cette douleur entre les 

mâles et les femelles (Figure 19). 

Le premier argument en faveur d’un dimorphisme sexuel dans la douleur chronique 

concernait l’activation microgliale. En effet, il a été observé que l’activation des récepteurs 

TLR4, récepteurs spécifiques de la microglie et marqueurs de son activité, n’engendrait un 

comportement douloureux que chez les mâles et pas chez les femelles  (Sorge et al., 2011). 

Cependant, plusieurs études suivantes ont démontré que l’inhibition de la microglie par la 

minocycline (Barragan-Iglesias et al., 2014), la délétion de la microglie et des macrophages 

(Peng et al., 2016), ou le retrait génétique de différentes molécules microgliales (Batti et al., 

2016; Gu et al., 2016; Staniland et al., 2010), supprimaient l’hypersensibilité causée par la 

neuropathie, aussi bien chez les mâles que chez les femelles. Ceci montrant donc que la 

microglie était nécessaire à l’établissement de la douleur neuropathique à la fois chez les 

mâles et chez les femelles, sans dimorphisme sexuel. 

 

L’expression de P2X4 dans la microglie pourrait également être différente en fonction du sexe. 

En effet, en condition basale, il a été observé une plus grande quantité d’ARNm et de protéine 

P2X4 dans la microglie chez les mâles que chez les femelles (Crain et al., 2009; Guneykaya et 

al., 2018). En condition neuropathique, l’expression de P2X4 dans la CDME serait augmentée 

uniquement chez les mâles (Sorge et al., 2015) (Mapplebeck et al., 2018) mais la LNP induirait 

une activation microgliale et une réponse douloureuse similaires chez les rongeurs mâles et 

femelles. Cependant, l’inhibition pharmacologique de P2X4 ou la suppression génétique des 

acteurs de la cascade de signalisation, BDNF et TrkB bloqueraient uniquement 

l’hypersensibilité douloureuse neuropathique chez les souris mâles et pas chez les femelles 

(Sorge et al., 2015) (Mapplebeck et al., 2018; Sorge et al., 2015). Ces résultats suggèrent qu’en 

condition neuropathique, le récepteur P2X4 serait surexprimé dans la microglie chez les mâles 

mais pas chez les femelles. En effet, l’injection intrathécale de microglies activées, exposées à 

de l’ATP provenant de rats mâles naïfs induisait une hypersensibilité mécanique chez des rats 

mâles et femelles naïfs. A l’inverse, l’injection intrathécale de microglies activées, exposées à 

de l’ATP, provenant de rates naïves n’induisait aucune hypersensibilité mécanique ni chez les 

mâles, ni chez les femelles. En concordance avec les résultats précédents, il a été montré que 

la neuropathie n’induisait pas de phosphorylation de p38-MAPK ni de synthèse et libération 

de BDNF chez les femelles (Luo et al., 2018; Mapplebeck et al., 2018; Sorge et al., 2015; Taves 
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et al., 2016). Ceci suggère l’existence d’une différence sexuelle quant au rôle de la microglie 

dans le développement de douleurs neuropathiques induites par P2X4 (Mapplebeck et al., 

2018). 

 

Les différences de transcription du gène p2rx4 dans la microglie entre les mâles et les femelles 

pourraient s’expliquer par des différences d’accessibilité de la chromatine par ses facteurs de 

transcription. En effet, IRF8 et IRF5 sont augmentés de la même manière chez les mâles et 

chez les femelles en condition neuropathique, mais l’inhibition d’IRF5 diminue l’expression de 

P2X4 dans la microglie uniquement chez les mâles (Masuda et al., 2014; Sorge et al., 2015). Il 

a été suggéré que l’affinité de liaison d’IRF5 sur le promoteur du gène p2rx4 augmenterait en 

condition neuropathique uniquement chez les mâles (Mapplebeck et al., 2018). Chez les 

femelles, une LNP n’induirait donc pas d’expression de novo de P2X4 dans la microglie ce qui 

préviendrait la synthèse de BDNF et la cascade de signalisation qui s’en suit. 

Le mécanisme qui régule la liaison d’IRF5 sur le promoteur de p2rx4 est inconnu. Cependant, 

une des possibilités est que le site de liaison soit soumis à des modifications épigénétiques 

chez les femelles. Néanmoins, le dimorphisme sexuel du rôle de P2X4 n’est pas observé dans 

tous les types de modèles de douleurs neuropathiques et reste controversé. Par exemple, 

chez un modèle de souris de douleur herpétique, une forme de douleur neuropathique, le 

blocage pharmacologique de P2X4 par le NP-1815-PX diminue la douleur chez les mâles et les 

femelles. De même, l’utilisation d’un agent séquestrant de BDNF, TrkB-Fc, supprime aussi 

l’hypersensibilité douloureuse suggérant que la voie P2X4-BDNF peut jouer un rôle dans les 

douleurs neuropathiques chez les femelles (Matsumura et al., 2016). Une autre étude montre 

que cette voie peut être activée chez les femelles. Bien que la testostérone, hormone sexuelle 

mâle, n’est pas requise pour induire la douleur, il a été observé que l’administration de 

testostérone à des femelles provoque l’activation de la voie P2X4-BDNF microgliale dans un 

modèle de douleur inflammatoire (Mapplebeck et al., 2018) (Sorge et al., 2015). Cela suggère 

que la testostérone pourrait participer à l’augmentation de l’affinité entre IRF5 et p2rx4 et 

ainsi déclencher cette voie de signalisation P2X4-dépendante. 

 

En condition neuropathique, KCC2 est inhibé et permet l’augmentation de la sortie de chlore 

par les récepteurs GABA/glycine, ce qui induit une hyperexcitabilité neuronale et une 

hypersensibilité mécanique à la fois chez les mâles et les femelles (Mapplebeck et al., 2019). 
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De plus, l’inhibition pharmacologique, par injection intrathécale, des récepteurs NMDA 

empêche l’hypersensibilité mécanique chez les deux sexes (Sorge et al., 2015). Donc, bien que 

non libéré par la microglie par une voie P2X4-dépendante chez les femelles, une libération de 

BDNF par d’autres cellules induit quand même une activation de TrkB et les mécanismes qui 

s’ensuivent. 

 

 

 

Figure 19: Douleur neuropathique et dimorphisme sexuel 
Une lésion nerveuse périphérique conduit à la libération de BDNF, P2X4-dépendante par la 
microglie pour les mâles et, potentiellement par les cellules immunitaires de type lymphocytes 
T chez les femelles, dans la corne dorsale de la moelle épinière. Chez les deux sexes, la fixation 
de BDNF sur son récepteur TrkB au niveau des neurones de projections induit une désinhibition 
neuronale via les récepteurs GABA et une excitabilité neuronale par activation des récepteurs 
NMDA. Cela induit in fine à une hyperexcitabilité neuronale et à l’établissement de la douleur 
neuropathique (Tam and Salter, 2021). 
 
 

En résumé, une LNP induit une microgliose chez les mâles et chez les femelles ce qui induit 

une augmentation d’IRF8/IRF5. Mais le point de divergence serait l’activation par IRF5 de la 

transcription du gène p2rx4. L’absence de synthèse de novo de P2X4 dans la microglie, 

empêcherait l’activation de p38MAPK et donc pas la synthèse et libération de BDNF par la 

microglie chez les femelles. Néanmoins, en condition neuropathique, une hyperexcitabilité 

neuronale est observée chez les femelles et serait induite par les mêmes mécanismes que 
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ceux décrits chez les mâles, à savoir l’augmentation fonctionnelle des récepteurs NMDA 

(Sorge et al., 2015) et la diminution de l’inhibition GABAergique, dépendante de KCC2 

(Mapplebeck et al., 2019). Ceci suggère que l’activation de TrkB et les voies de signalisation 

sous-jacentes sont conservées chez les mâles et les femelles en condition neuropathique. 

Donc, bien que l’origine du BDNF chez les femelles reste inconnu, l’une des hypothèses serait 

que les lymphocytes T des femelles s’infiltreraient dans la ME en condition neuropathique et 

pourraient jouer le rôle de la microglie en libérant le BDNF P2X4-dépendant (Sorge et al., 

2015).  

 

Disséquer ce dimorphisme sexuel serait utile dans l’établissement de futures stratégies 

thérapeutiques adaptées aux hommes et aux femmes pour lutter efficacement contre les 

douleurs neuropathiques.  

 

 

B. P2X4 et douleur inflammatoire 

Contrairement aux douleurs neuropathiques, en conditions inflammatoires chroniques, 

provoquées par l’injection intra-plantaire d’adjuvant complet de Freund (CFA), l’augmentation 

de P2X4 dans la CDME ipsilatérale n’est pas présente (Tsuda et al., 2003). Cependant, il a par 

la suite été montré qu’après injection de CFA, les souris P2X4 KO ne présentaient pas 

d’allodynie mécanique (Tsuda et al., 2009b). L’ensemble de ces résultats suggère que P2X4 

serait nécessaire au développement de la douleur inflammatoire mais pas au niveau de la 

moelle épinière. Ainsi, les mécanismes P2X4-dépendants impliqués dans l’établissement de la 

douleur inflammatoire seraient différents de ceux concernés dans la douleur neuropathique. 
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1) Rôle dans la sensibilisation périphérique 

 

i. Implication des cellules immunitaires 

 

Dans un modèle d’inflammation persistante (CFA), la présence de P2X4 dans les macrophages 

résidants de la peau contribue à la sensibilisation des terminaisons nerveuses sensorielles 

périphériques et induit une hypersensibilité mécanique due à la production du facteur 

inflammatoire PGE2 (Ulmann et al., 2010). En effet, la libération d’ATP par les tissus 

endommagés active les récepteurs P2X4 présents à la surface des macrophages et induit une 

entrée de calcium. Cette entrée de calcium permet la phosphorylation de p38-MAPK, 

l’activation de la phospholipase A2 et de l’enzyme cyclo-oxygénase 2, qui conduit à la 

formation de PGE2 (Figure 20). Ceci va alors initier la réponse inflammatoire aigüe (Ulmann et 

al., 2010). Outre PGE2, l’activation de P2X4 présent dans les cellules immunitaires permet 

également la libération d’autres facteurs qui favorisent l’établissement de la douleur 

inflammatoire (IL-6, ROS, IL-10) (Paalme et al., 2019; Silva et al., 2015). 

 

 

Figure 20: Implication du récepteur P2X4 au niveau des macrophages dans la douleur 
inflammatoire. 
Lors d’une inflammation périphérique, la libération d’ATP par les tissus lésés entraine 
l’activation de P2X4 et l’entrée de calcium intracellulaire. Cela va activer la phospholipase A2 
(PLA2) et induit la formation d’acide arachidonique (AA). L’entrée de calcium active également 
l’enzyme COX2 qui va participer à la formation de prostaglandine E2 (PGE2). La PGE2 est 
ensuite libérée par les macrophages et active les fibres afférentes primaires (Ulmann, 2014). 
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ii. Implication des DRG 

 

Il a récemment été montré que l’expression de P2X4 pouvait être augmentée dans les 

neurones nociceptifs de petit diamètre CGRP-négatifs et TRPV1-positifs, des DRG en condition 

inflammatoire (Lalisse et al., 2018). De plus, ces neurones sensoriels expriment le BDNF, qui 

peut être stocké avec des neuropeptides comme le CGRP ou la substance P dans les 

terminaisons axonales (Salio et al., 2007). En condition d’inflammation chronique, la libération 

de BDNF dans les DRG augmente (Lalisse et al., 2018) et induirait la phosphorylation de TrkB, 

également présent dans les DRG (Pezet et al., 2006). Outre sa libération au sein même des 

DRG, le BDNF peut également subir un transport antérograde dans les terminaisons centrales 

des fibres afférentes de la CDME et ainsi être libéré dans la ME (Cho et al., 1997; Pezet et al., 

2006).  

P2X4 est également exprimé dans les SGC où il contribuerait également à la douleur 

inflammatoire chronique (Kushnir et al., 2011; Zhao et al., 2019) en libérant des cytokines pro-

inflammatoires telles que l'IL1β et le TNFα suite à l'activation de l'inflammasome NLRP1 

(Ulmann et al., 2010; Zhao et al., 2019).  

 

 

2) Rôle dans la sensibilisation centrale 

 

Contrairement à la douleur neuropathique, la douleur inflammatoire n’induit pas de 

microgliose et la microglie n’exprime pas le BDNF (Lalisse et al., 2018). Néanmoins, P2X4 joue 

également un rôle dans l'hypersensibilité mécanique suite à une inflammation chronique en 

favorisant l'hyperexcitabilité des neurones de la corne dorsale dans des modèles murins 

d'inflammation chronique (Ulmann et al., 2010).  

En effet, dans des conditions inflammatoires chroniques, il est suggéré que le BDNF serait 

libéré de manière P2X4-dépendante par les terminaisons des fibres afférentes des neurones 

sensoriels dans la CDME (Lalisse et al., 2018; Lever et al., 2001; Pezet et al., 2002a; Zhao et al., 

2006), conduisant à l’activation et à la phosphorylation du récepteur TrkB au niveau des 

neurones de projections de la ME (Renn et al., 2009). La fixation de BDNF sur TrkB induirait 

par activation de la voie MAPK/ERK, la synthèse de neuropeptides par les neurones spinaux 
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(Pezet et al., 2002b)  et l’inhibition du co-transporteur KCC2, conduisant à une désinhibition 

centrale (Lalisse et al., 2018; Zhang et al., 2008). L’activation de TrkB par le BDNF neuronal, en 

condition inflammatoire, induirait également une potentialisation glutamatergique par 

phosphorylation du résidu Ser 896 de la sous-unité NR1 des récepteurs NMDA (Brenner et al., 

2004; Lalisse et al., 2018). 

 

A l’image de la douleur neuropathique, en condition inflammatoire, la chimiokine CCL2 induit 

une activation des courants induits par les récepteurs NMDA dans les neurones de la lamina 

IIe. De plus, l’inhibition pharmacologique de son récepteur CCR2 dans la ME atténue 

l’hyperalgésie causée par CCL2, en condition d’inflammation (Xie et al., 2018). On peut alors 

émettre l’hypothèse qu’une inflammation chronique induirait la libération de CCL2, qui 

favoriserait le trafic à la surface de P2X4 et entrainerait la libération de BDNF neuronal et ainsi 

l’hyperexcitabilité neuronale en potentialisant les récepteurs NMDA et en désinhibant les 

neurones. 

 

D’autre part, une inflammation chronique augmente également de manière P2X4-

dépendante la plasticité neuronale dans la CDME. En effet, comme évoqué dans le chapitre 

précédent, une inflammation provoquée par l’injection intra-plantaire de CFA diminue le seuil 

d’activation des fibres C et augmente l’amplitude du phénomène de wind up des neurones 

WDR, ce qui entraine une transmission facilitée de la douleur. Or, ce phénomène n’est pas 

présent lors de la délétion génétique de P2X4, indiquant qu’il est P2X4-dépendant (Aby et al., 

2018). 
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3) Dimorphisme sexuel 

 

Au contraire de la douleur neuropathique, très peu d’études ont été réalisées concernant le 

dimorphisme sexuel P2X4-dépendant en condition inflammatoire. Néanmoins, une étude a 

montré que la délétion constitutive de P2X4 prévenait l’hypersensibilité chez les mâles et les 

femelles (Lalisse et al., 2018). Aussi, l’activation de p38-MAPK par P2X4 dans les macrophages 

n’est présente que chez les mâles (Paige et al., 2018).  

En outre, bien que le comportement douloureux induit par P2X4 soit présent chez les mâles 

et chez les femelles, les mécanismes sous-jacents divergeraient entre les deux sexes. Cet 

aspect a été largement abordé au cours de ma thèse. 
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 
 

 

Le récepteur P2X4 est présent dans de nombreux types cellulaires de l’organisme, et en 

particulier dans les neurones et les cellules gliales du SNC. Si son implication semble mineure 

en condition physiologique, de par son internalisation constitutive dans les lysosomes, 

l’augmentation de son expression et/ou de son trafic à la surface a permis de révéler son 

implication dans de nombreuses pathologies incluant la douleur chronique. Si le rôle clé de 

P2X4 dans les douleurs chroniques neuropathiques et inflammatoires est bien établi, son rôle 

spécifique au sein des neurones et des microglies reste à être élucidé. Dans le cas des douleurs 

neuropathiques, le rôle prépondérant de P2X4 dans les microglies a été démontré ces 

dernières années, laissant de côté le rôle potentiel de P2X4 exprimé dans les neurones des 

DRG ou de la moelle épinière. Dans le cas des douleurs inflammatoires, l’implication de P2X4 

dans la microglie reste controversée et son rôle dans les neurones inconnu. Aussi, 

l’importance et le rôle du trafic en surface de P2X4 dans les conditions pathologiques restent 

à étudier. Il a également été suggéré qu’il existerait un dimorphisme sexuel des mécanismes 

cellulaires impliqués dans les développements et le maintien des douleurs chroniques avec 

une contribution différente du récepteur P2X4 entre les mâles et les femelles. 

 

Les objectifs de ma thèse étaient donc de mieux comprendre l’implication des récepteurs 

P2X4 neuronaux et microgliaux dans la nociception basale et les douleurs neuropathiques et 

inflammatoires en combinant des approches comportementales, électrophysiologiques et 

immunohistochimiques sur différents modèles murins transgéniques mâles et femelles afin 

de déceler également les possibles différences intersexuelles. 

 

 

Nous avons entrepris de répondre aux questions suivantes : 

 

 Quelles sont les conséquences de l’augmentation de P2X4 à la surface sur les sensibilités 

mécaniques et thermiques et la transmission nociceptive en condition basale ? 
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 De quelle manière la suppression ou l’augmentation de P2X4 à la surface modulent 

l’hyperalgésie et la transmission nociceptive en condition neuropathique ? 

 

 Quelle est l’implication de P2X4 présent spécifiquement dans les microglies et/ou les neurones 

dans la nociception basale et neuropathique ? 

 

 Dans quelles mesures l’expression et la localisation subcellulaire de P2X4 module 

l’hyperalgésie mécanique et thermique en condition inflammatoire chronique ? 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
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ÉTHIQUE 

Toutes les expériences menées au cours de cette thèse ont été effectuées suivant les 

directives européennes, respectant l’utilisation des animaux et le bien-être animal. Elles ont 

été validées par le comité d’éthique de l’université de Bordeaux (APAFIS #21135). Toutes les 

mesures nécessaires ont été mises en place afin de respecter la règle des 3R : Réduire le 

nombre d’animaux utilisé, Remplacer le modèle animal par un autre modèle, si possible et 

Raffiner, en respectant des points limites signalant une détérioration de la santé des animaux. 

 

 

ANIMAUX 

 

Les expériences ont été menées sur des souris C57BL6 mâles et femelles âgées de 8 à 16 

semaines. Les souris ont été hébergées dans des cages communes en portoirs ventilés, par 

nombre de 2 à 4 et ne sont jamais restées isolées. Elles ont eu un accès ad libitum à l’eau et à 

la nourriture et étaient maintenues en cycle jour/nuit standard (7h : 19h). Le change des cages 

a été effectué au minimum une fois par semaine et le bien-être des animaux a été surveillé 

tout le long des expériences par un personnel animalier formé à cet effet. Les animaux utilisés 

sont tous issus de lignées transgéniques, pour la plupart produites dans la zone de production 

du Neurocentre Broca soumise à un statut sanitaire de type SOPF (Exempt d’organismes 

pathogènes spécifiques et opportunistes). Ils ont ensuite été transférés dès sevrage (4 à 5 

semaines) au pôle in vivo (PIV) présent dans le même bâtiment. Une période d’acclimatation 

d’au moins une semaine a été respectée entre la réception des animaux en animalerie PIV et 

le début des expérimentations. 
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P2X4mCherryIN Flox 

 

 

 

Figure 21: Représentation schématique de la modification génétique chez les souris 
P2X4mCherryIN Flox (P2X4 WT). 
(A) Deux sites LoxP ont été insérés en amont de l’exon 9 et après l’exon 12 du gène p2rx4. Les 
exons 9 à 11 suivis d’un marqueur fluorescent mCherry ont été insérés à la suite du codon 
STOP. (B) Les souris P2X4 WT présentent une internalisation constitutive de P2X4 dans les 
lysosomes (Bertin et al., 2020). 
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Les souris P2X4mCherryIN Flox sont des souris présentant un gène P2X4 floxé, dans lequel il a 

été inséré une construction virale, à la suite du codon STOP. Au sein de cette construction 

virale, le motif d’internalisation Y378XXGL présent sur les exons 11 et 12 du gène a été 

supprimé et un marqueur fluorescent mCherry a été ajouté à la suite de l’exon 11 (Figure 21). 

La fonctionnalité du récepteur n’a pas été modifié par cette insertion (Bertin et al., 2020).  

 

Les souris P2X4mCherryIN Flox expriment la forme sauvage du récepteur. Nous avons donc 

utilisé ces souris en tant que contrôles dans nos expériences où nous les avons renommées 

souris P2X4 WT. 
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P2X4 KI 

 

 

Figure 22: Représentation schématique de l’expression de P2X4 chez les souris P2X4 KI. 
(A) Le motif d’internalisation Y378XXGL a été remplacé par un marqueur fluorescent mCherry. 
(B) Des souris CMV-Cre ont été croisées avec des souris P2X4mCherryIN Flox pour former les 
P2X4 KI. Le récepteur P2X4 est donc constitutivement exprimé à la membrane plasmique et 
exprime la mCherry. 
 
 
 
Des souris CMV-Cre ont été croisées avec nos souris P2X4mCherryIN Flox. Ce croisement a 

permis de générer les souris P2X4 KI qui présentent une substitution du motif d’internalisation 

Y378XXGL, qui a été remplacé par un marqueur fluorescent mCherry. Le récepteur P2X4 ne 
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peut donc plus être constitutivement internalisé et se retrouve alors à la surface des 

membranes plasmiques de toutes les cellules de l’organisme exprimant P2X4 (Figure 22).  

Cette excision a été remarquée également dans les gamètes ce qui nous permet désormais de 

croiser des souris P2X4 KI entre elles afin de générer d’autres animaux.  

 
 

Cd11b-Cre P2X4 KI 

 

Nous avons croisé des souris exprimant la Cre recombinase sous le contrôle d’un promoteur 

Cd11b, avec des souris P2X4mCherryIN Flox. Ce croisement nous a permis de générer des 

souris Cd11b-Cre P2X4 KI qui présentent une expression constitutive de P2X4 à la surface de 

la membrane plasmique des microglies et des macrophages (Figure 23). 

 

 

 

 

Figure 23: Représentation schématique de l’expression de P2X4 chez les souris Cd11b-Cre 
P2X4 KI. 
Des souris Cd11b-Cre ont été croisées avec des souris P2X4mCherryIN Flox pour former les 
souris Cd11b-Cre P2X4 KI. Le récepteur P2X4 est donc constitutivement exprimé à la membrane 
plasmique des microglies et des macrophages et exprime la mCherry. 
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Synapsin-Cre P2X4 KI 

 

Nous avons croisé des souris exprimant la Cre sous le contrôle d’un promoteur Synapsin, avec 

des souris P2X4mCherryIN Flox. Ce croisement nous a permis de générer des souris Synapsin-

Cre P2X4 KI qui présentent une expression constitutive de P2X4 à la surface de la membrane 

plasmique des neurones (Figure 24). 

 

 

 

Figure 24: Représentation schématique de l’expression de P2X4 chez les souris Synapsin-Cre 
P2X4 KI. 
Des souris Synapsin-Cre ont été croisées avec des souris P2X4mCherryIN Flox pour former les 
souris Synapsin-Cre P2X4 KI. Le récepteur P2X4 est donc constitutivement exprimé à la 
membrane plasmique des neurones et exprime la mCherry. 
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P2X4 KO 

 

Nous avons généré un autre modèle de souris transgéniques dans lequel le récepteur P2X4 a 

été supprimé dans toutes les cellules qui l’exprimaient. Cette délétion totale supprime le 

récepteur P2X4 aussi bien à la surface des membranes plasmiques que dans les lysosomes 

(Figure 25). 

 

Figure 25: Représentation schématique de l’expression de P2X4 chez les souris P2X4 KO. 
Les souris P2X4 KO présentent une délétion totale du récepteur P2X4, aussi bien à la surface 
des cellules, qu’au niveau de leur pool intra-cellulaire. 
 

 

CX3CR1-Cre P2X4 KO 

 

Figure 26: Représentation schématique de l’expression de P2X4 chez les souris CX3CR1-Cre 
P2X4 KO.  
Des souris CX3CR1-Cre ont été croisées avec des souris P2X4 KO floxées pour former les souris 
CX3CR1-Cre P2X4 KO. Le récepteur P2X4 n’est plus exprimé dans les microglies. 
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Grâce à une collaboration avec l’équipe de F. Rassendren à l’institut de génomique 

fonctionnelle de Montpellier, nous avons obtenu des souris CX3CR1-Cre P2X4 KO, qui 

présentent une délétion de P2X4 spécifiquement dans les microglies (Figure 26). 

Contrairement aux autres modèles transgéniques que nous avons utilisés, ce modèle est un 

modèle inductible. En effet, la délétion de P2X4 est due à l’injection de tamoxifène, qui permet 

l’activation de la Cre recombinase. Nous avons injecté 0,1 mL de tamoxifène (10mg/mL), dilué 

dans de l’huile de maïs, contenant 2,5% d’éthanol absolu, une fois par jour pendant 3 jours. 

Nous avons attendu 3 semaines afin que la délétion soit complète avant de commencer nos 

expériences sur ces souris. Même si le promoteur CX3CR1 est un promoteur présent au niveau 

des microglies et des macrophages, 2 semaines suivant l’injection de tamoxifène, il a été 

remarqué que P2X4 était délété uniquement dans la microglie. Ce modèle est donc microglie-

spécifique deux semaines après l’injection de tamoxifène. 

 

 

TESTS COMPORTEMENTAUX 

 

Test de von Frey 

 

La sensibilité mécanique est déterminée par le test de von Frey. Le seuil de retrait de la patte 

est mesuré à la suite de plusieurs stimulations mécaniques effectuées par des filaments de 

von Frey (Ugo Basile, Italie). L’animal est placé dans des cages d’expérimentation, composées 

de plexiglas et d’un sol sous forme de grilles métalliques et est laissé pour une période 

d’habituation d’environ 15 minutes. La sensibilité des pattes postérieurs est ensuite testée, 

en utilisant premièrement un filament de von Frey de 1g (force nécessaire au pliement du 

filament), qui est appliqué perpendiculairement à la patte de la souris (Figure 27). Une 

réponse est considérée positive lorsque l’animal émet un retrait de patte à la suite du 

pliement du filament. Au contraire, une réponse est considérée négative lorsque l’animal ne 

retire pas sa patte. Cette étape est répétée de 3 à 5 fois par filaments, respectant un délai de 

30 secondes entre chaque application, afin de prévenir toute sensibilisation. Un total de 3 

réponses négatives ou positives est nécessaire pour changer de filament. Si la réponse est 

positive à 1g, un filament plus fin est utilisé (ex : 0,6g), alors que si la réponse est négative, un 
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filament plus épais est utilisé (ex : 1,4g), et ainsi de suite. Plus le filament sera épais, plus la 

force nécessaire pour le plier va être grande et donc plus le seuil de retrait va être élevé. 

 

 

Figure 27: Test de von Frey. 
L’animal est placé dans la cage d’expérimentation puis testé à l’aide de plusieurs filaments de 
von Frey possédant des forces différentes. Ceci permet de déterminer le seuil de sensibilité 
mécanique (Deuis et al., 2017). 
 

 

Test plantaire 

 

 

Figure 28: Test plantaire. 
L’animal est placé dans la cage d’expérimentation puis testé à l’aide d’une lampe infrarouge 
qui vient appliquer un stimulus thermique. Ceci permet de déterminer le seuil de sensibilité 
thermique (Deuis et al., 2017). 
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La sensibilité thermique est déterminée par le test plantaire suivant la méthode décrite par 

Hargreaves (Hargreaves et al., 1988). Les animaux sont placés dans la cage d’expérimentation 

composée de parois en plexiglas et d’un sol en verre laissant passer la lumière, pour une 

période d’habituation de 45 minutes (Figure 28). Les souris sont ensuite testées en mesurant 

la latence de retrait de leurs pattes postérieures testées, à la suite d’une stimulation 

thermique. Une lampe émettant dans l’infra-rouge (intensité = IR50), illumine un endroit 

spécifique et chauffe la patte de l’animal. Le test est répété de 3 à 5 fois par patte en 

respectant une durée de 2 minutes entre chaque application afin de diminuer le risque de 

sensibilisation de la patte. Une moyenne de ces valeurs est ensuite calculée afin d’avoir le seuil 

thermique.  

 
 

NEUROPATHIE PAR LÉSION PARTIELLE DU NERF SCIATIQUE 

 

La neuropathie a été induite par une ligature partielle du nerf sciatique (SNI) (Decosterd and 

Woolf, 2000). Les souris ont été anesthésiées par isoflurane (4%) puis placées sur couverture 

chauffante à 38°C et maintenues sous anesthésie (2-0,5% isoflurane) durant toute la chirurgie. 

Une injection sous-cutanée de buprénorphine (50L à 0,03mg/mL) et de lidocaïne (50L à 

2mg/mL) a été faite au préalable. Une incision d’environ 1cm a été faite au niveau de l’une 

des pattes postérieures de la souris, sur une peau rasée et désinfectée à l’aide de Bétadine. 

Après dégagement des muscles, le nerf sciatique et ses 3 principales branches sont exposés. 

Deux des trois branches, les nerfs péronéal commun et tibial sont ligaturés (fil de nylon 6-0 

non résorbable) puis incisés distalement à la ligature. Le nerf sural est laissé libre. L’incision 

est ensuite refermée à l’aide de fil de suture 6-0. A la fin de la chirurgie, les souris sont 

réhydratées grâce à une injection sous-cutanée de NaCl 0,9% (0,2 mL) puis placées sur un tapis 

chauffant jusqu’à leur réveil. Une coupelle de nourriture enrichie est placée dans la cage et un 

suivi post-opératoire de 3 jours est effectué. Un contrôle de cette chirurgie est effectué. Les 

souris, que nous appellerons Sham, reçoivent les mêmes traitements préopératoires que les 

souris SNI. Leur nerf sciatique est exposé mais n’est pas ligaturé. Les mêmes traitements post-

opératoires sont mis en place. Les sensibilités mécaniques et thermiques sont mesurées par 

l’application des filaments de von Frey ou de la lumière au niveau de l’extrémité latérale de la 

patte correspondante à l’innervation surale (Figure 29).       
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Lors de nos expériences, des tests de douleurs sont effectués avant la chirurgie, puis 7 jours, 

14, 16, 18 et 21 jours après la chirurgie. Cela a permis de déterminer la temporalité de la 

neuropathie. A la suite de cela, tous nos tests de comportements, d’électrophysiologie et 

d’immunohistologie ont été menés 14 jours après la neuropathie. 

 

 

 

Figure 29: Établissement du modèle neuropathique 
Le modèle neuropathique est induit par lésion partielle du nerf sciatique correspondant à la 
lésion des branches péronéale commune et tibiale. La branche surale du nerf sciatique n’est 
pas ligaturée, permettant de mesurer les sensibilités mécaniques et thermiques en stimulant 
la partie latérale de la patte. Lors de l’étude temporelle, les tests de douleur sont effectués 
avant la lésion, puis 7, 14, 16, 18 et 21 jours après la neuropathie (Duraku et al., 2012).   
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INFLAMMATION CHRONIQUE PAR INJECTION DE CFA 

 

Le modèle d’inflammation chronique a été modélisé par l’injection intra-plantaire d’adjuvant 

complet de Freund (CFA). Les souris ont été anesthésiées par isoflurane (induction 4%) puis 

placées sur une couverture chauffante. Une injection intra-plantaire de CFA (30L, 100%) a 

ensuite été effectuée dans l’une des deux pattes postérieures de la souris (Figure 30).  

 

 

Figure 30: Établissement du modèle inflammatoire 
Le modèle d’inflammation chronique est induit par injection intra-plantaire de CFA. Lors de 
l’étude temporelle, les tests de douleur sont effectués avant l’injection, puis 4, 8, 12 et 16 jours 
après l’inflammation.   
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L’animal est ensuite placé dans une cage de réveil sur couverture chauffante jusqu’à son 

réveil. Une coupelle de nourriture enrichie est placée dans la cage d’hébergement et un suivi 

post opératoire de 3 jours suivant l’injection est effectué. Un contrôle de ces injections a été 

effectué en remplaçant l’injection de CFA par l’injection de NaCl (30µL, 0,9%).  

Une évaluation temporelle des sensibilités mécaniques et thermiques a été effectuée avant 

l’injection de CFA (ou de NaCl), 4, 8, 12 et 16 jours après l’injection. A La suite de cette étude, 

il a été déterminé que les tests comportementaux seraient effectués 8 jours après l’injection. 

 
 

PHARMACOLOGIE 

 

Afin d’étudier l’effet de P2X4 à la surface, sur la sensibilité mécanique en condition 

neuropathique, nous avons bloqué pharmacologiquement P2X4 grâce à un antagoniste 

spécifique, le 5-BDBD (Tocris #3579). Les souris ont été injectées en intra-péritonéal avec du 

5-BDBD (40mM, 2mL/kg) dilué dans du DMSO 1% ou avec du DMSO 1% (2mL/kg). Les 

sensibilités mécaniques et thermiques ont été évaluées avant et 2h après l’injection. Ces 

expérimentations ont été effectuées 14 jours après la SNI. 
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ENREGISTREMENTS ÉLECTROPHYSIOLOGIQUES IN VIVO 
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Figure 31: Protocole d’enregistrements extracellulaires in vivo des neurones WDR. 
(A) Les neurones WDR sont enregistrés dans les couches profondes des segments L4-L5 de la 
moelle épinière lombaire, à la suite d’une stimulation électrique de la patte arrière ipsilatérale. 
Ces neurones sont caractérisés par une réponse rapide Aβ et une réponse lente C. Le seuil 
d’activation des neurones WDR par stimulation des fibres C est déterminé. (B) Péris-stimulus 
histogramme montrant les réponses des neurones WDR suite à une stimulation des fibres C en 
fonction de l’intensité de stimulation. Le temps 0s correspond à la stimulation. (C) Exemple de 
réponse d’un neurone WDR à la suite d’une stimulation à 1mA et à 4mA. Le nombre de 
réponses C augmente en fonction de la stimulation. (D) Exemple de wind up montrant une 
augmentation des réponses C par les neurones WDR entre la 1ère stimulation et la 15ème 

stimulation. 
 

 

Les souris ont été anesthésiées par injection intra-péritonéale d’uréthane 20% (1,5g/kg) et 

placées sur un cadre stéréotaxique (Unimécanique, Asnières, France). Une laminectomie des 

vertèbres lombaires L1-L3 a permis d’exposer les segments L4-L5 de la moelle épinière 

lombaire. A ce niveau, les neurones wide dynamic range (WDR) ont été enregistrés (Aby et al., 

2018) par enregistrements extracellulaires, à l’aide de capillaires en verre borosilicaté (2 MΩ, 

remplis avec du NaCl 684 mM) (Harvard Apparatus, Cambridge, MA, USA). Une stimulation 

électrique de la patte ipsilatérale de la souris a été effectuée grâce à des électrodes bipolaires 

implantées en sous-cutanées reliées à un stimulateur (AMPI, Israël). 

A la suite de cette stimulation, le signal reçu a été amplifié et les hautes fréquences ont été 

filtrées à l’aide d’un amplificateur DAM80 (WPI, FL, USA), connecté à un CED1401 (CED, UK) 

qui a permis la transformation du signal électrique en signal analogique. L’acquisition a été 

réalisée à l’aide du logiciel spike2 (CED, UK) (Figure 31A).  

 

Le critère de sélection d’un neurone était la présence d’une réponse des neurones WDR 

évoquée par les fibres A (0-80ms), suivie d’une réponse évoquée par les fibres C (80-300ms) 

après une stimulation électrique. L’intensité de stimulation minimale nécessaire pour 

engendrer une réponse évoquée C a été déterminée. Cette valeur correspond au seuil 

d’activation des neurones WDR par stimulation des fibres C. Ensuite, la courbe intensité-

réponse a été réalisée en augmentant progressivement l’intensité de stimulation de 0,5 à 

5mA. Deux stimulations ont été effectuées pour chaque intensité, espacées chacune de 30 

secondes afin d’éviter tout phénomène de potentialisation. Les réponses des neurones WDR 
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évoquées par les fibres C ont été quantifiées pour chaque intensité de stimulation (Figure 31B, 

31C). 

 

Afin de déterminer si les neurones enregistrés étaient capables de potentialisation à court 

terme, nous avons enregistré le wind up de ces derniers (Figure 31D). Les réponses des 

neurones WDR évoquées par les fibres C ont été enregistrées à la suite de 15 stimulations 

électriques (fréquence de 1 Hz), d’une intensité équivalente à 3 fois le seuil d’activation des 

neurones WDR. Les réponses évoquées par les fibres C ont été prises comme étant les 

potentiels d'action dans un laps de temps de 80 à 300 ms, comme indiqué précédemment. La 

sensibilisation a été évaluée en calculant un coefficient de wind up en utilisant la formule 

suivante : (Somme des réponses C après stim 1+ stim 2…stim 15)-(15*Réponse C après stim 

1). 

 

 

RÉCUPÉRATION ET PRÉPARATION DES TISSUS 

 

Les souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéale d’une solution composée de NaCl 

0,9% (72,5%), de lidocaïne (20mg/mL, 15%) et d’exagon (400mg/mL, 7,5%). Lorsqu’elles ne 

présentent plus de réflexes, les souris sont perfusées par voie intracardiaque avec du NaCl 

0,9%, jusqu’à extraction du sang, puis avec du paraformaldéhyde (PFA) 2% (environ 

50mL/souris de 30g). La moelle épinière lombaire et les DRG sont ensuite prélevés et post-

fixés dans du PFA 2% pendant 3h à 4°C. Les tissus sont ensuite lavés à trois reprises à l’aide de 

PBS puis laissés dans une solution de PBS sucrose 20% pendant la nuit à 4°C. Ils sont ensuite 

congelés dans de l’isopentane à -50°C et conservés au congélateur -80°C.  

Les moelles épinières ont été coupées au cryostat et les coupes coronales de 50µm ont été 

déposées dans une plaque 12 puits contenant du PBS azide 0,02%. Elles sont ensuite 

transférées dans une solution cryoprotectrice composée de PBS glycérol 10% et sucrose 25%, 

puis conservée à -80°C. 

Les DRG ont été coupés au cryostat et les coupes de 14µm ont été déposées sur des lames 

gélatinées. Les lames ont ensuite été conservées à -20°C. 
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IMMUNOHISTOCHIMIE (IHC) 

 

Marquage et quantification microgliale 

 

La surface occupée par la microglie dans la CDME a été évaluée par IHC à l’aide d’un marquage 

Iba1, marqueur microglial. Des sections de moelles épinières lombaires ont été incubées avec 

un anticorps polyclonal anti-Iba1 fait chez le lapin (Wako, #019-19741, 1 :2000) pendant une 

nuit à température ambiante et révélées par le système de peroxydase EnVisionTM anti-lapin 

(DAKO, K400311), suivi d’une visualisation par DAB. Les coupes ont ensuite été montées sur 

des lames gélatinées, puis déshydratées avant de positionner la lamelle. Les lames ont ensuite 

été scannées par un scanner de haute résolution (Epson expression 10000XL). La surface 

occupée par le marquage Iba1 a ensuite été quantifiée dans les couches superficielles des 

CDME ipsilatérales et contralatérales en utilisant le logiciel ImageJ. Le ratio de la surface 

occupée par le marquage Iba1 dans la CDME ipsilatérale par rapport à la CDME contralatérale 

a ensuite été calculé. 

 

 

Co-marquage Iba1 et P2X4 

 

L’expression de P2X4 à la surface des microglies dans la CDME a été évaluée par IHC à l’aide 

d’un marquage microglial (Iba1) et P2X4 (Nodu 246). Les coupes de moelle épinière ont été 

décongelées puis lavées dans du PBS. Elles ont ensuite été incubées à température ambiante 

pendant 45 minutes, dans une solution composée de PBS Tween 0,05% et de sérum naturel 

de chèvre (NGS) 5%. Les coupes de moelle épinière ont été incubées avec un anticorps 

polyclonal anti-Iba1 fait chez le lapin (Wako, #019-19741, 1:2000) et un anticorps anti-P2X4, 

Nodu 246, fait chez le rat (1 :400) (Bergmann et al., 2019), dans une solution de PBS et NGS 

1%, pendant la nuit à température ambiante. Après lavage dans du PBS, les coupes sont 

incubées avec les anticorps secondaires Alexa 488 anti-lapin (1 :400) et Alexa 568 anti-rat (1 

:400) faits chez la chèvre dans une solution de PBS, pendant 1h30 à température ambiante. 

Les coupes sont ensuite lavées avec du PBS puis montées sur lames. Du milieu de montage 

contenant du DAPI (Vectashield, H-1200) est déposé avant de positionner la lamelle. 
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Les lames ont ensuite été scannées par un scanner de haute résolution (Hamamatsu 

Nanozoomer 2.0 HT). Le contraste et la luminosité des images ont été ajustés en utilisant les 

logiciels NDP view et ImageJ. 

 

 

Co-marquage P2X3 et P2X4 

 

L’expression de P2X4 dans les neurones nociceptifs des DRG a été évaluée par IHC à l’aide d’un 

co-marquage des neurones nociceptifs non peptidergiques (P2X3) et P2X4 (Nodu 246). Les 

lames ont été décongelées et une barrière hydrophobe a été mise autour des coupes de DRG 

à l’aide d’un style hydrophobe (Dako, #2002). Les lames sont ensuite placées dans une 

chambre humide tout le long du protocole. Les coupes ont été lavées avec du PBS puis 

incubées à température ambiante pendant 1 heure, dans une solution composée de PBS 

Tween 0,05% et de NGS 5%. Elles ont été incubées avec un anticorps polyclonal anti-P2X3 fait 

chez le lapin (Alomone, #APR-016, 1:400) et un anticorps anti-P2X4, Nodu 246, fait chez le rat 

(1 :400) (Bergmann et al., 2019), dans une solution de PBS et NGS 5%, pendant la nuit à 4°C. 

Après lavage dans du PBS, les coupes sont incubées avec les anticorps secondaires Alexa 488 

anti-lapin (1 :1000) et Alexa 568 anti-rat (1 :1000) faits chez la chèvre, dans une solution de 

PBS, pendant 1h à température ambiante. Les coupes sont ensuite lavées avec du PBS puis 

séchées à température ambiante. Du milieu de montage contenant du DAPI (Vectashield, H-

1200) est déposé avant de positionner la lamelle. 

Les DRG sont ensuite imagées par un microscope à épi-fluorescence (49 Zeiss Imager M2) 

composé d’une caméra digitale (Hamamatsu), en utilisant le logiciel Explora Nova 

MorphoStrider. Le contraste et la luminosité des images ont été ajustés en utilisant le logiciel 

ImageJ. 
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ANALYSES STATISTIQUES 

 

Les analyses statistiques ont été effectuées par test de Student, lors de la comparaison de 2 

groupes, 1-way ANOVA lors de la comparaison de plus de deux groupes ou 2-way ANOVAs 

lorsqu’il y a plusieurs facteurs de comparaison. Ces tests ont été effectués par le logiciel 

Graphpad prism qui a également contribué à l’élaboration des graphiques de résultats. Sur 

ces derniers, les valeurs sont exprimées en moyenne  SEM. Les tests utilisés seront détaillés 

par la suite dans la légende de chaque figure. 
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PARTIE 1 : IMPLICATION DU RÉCEPTEUR P2X4 DANS LA 

NOCICEPTION EN CONDITION BASALE 

 

En condition basale, le récepteur P2X4 est très faiblement exprimé à la surface de la 

membrane plasmique car il est constitutivement internalisé dans les lysosomes (Robinson and 

Murrell-Lagnado, 2013). Dans certaines conditions pathologiques, incluant les douleurs 

chroniques neuropathique et inflammatoire, l’expression de novo de P2X4 est augmentée 

ainsi que son trafic à la surface (Duveau et al., 2020). Afin d’étudier le rôle de l’augmentation 

du trafic à la surface de P2X4, observée en condition pathologique, nous avons généré au sein 

de notre équipe de recherche, un modèle de souris transgéniques présentant un déficit 

d’internalisation du récepteur (P2X4 KI) et ainsi une augmentation de sa densité à la surface. 

Ce modèle nous permet en partie de mimer les altérations pathologiques de la localisation 

subcellulaire de P2X4. De plus, l’utilisation de souris transgéniques P2X4 KO, n’exprimant plus 

le récepteur P2X4 nous a permis de confirmer la nécessité (ou pas) du récepteur dans les 

différentes conditions étudiées. 

L’ensemble de nos études ont été réalisées chez les souris mâles et femelles. Étant donné les 

études controversées à ce sujet, aussi bien en douleur neuropathique qu’en condition 

inflammatoire, nous avons décidé d’analyser séparément ces résultats. 

 

Avant d’étudier à proprement parler le rôle du récepteur P2X4 à la surface en conditions 

pathologiques de douleurs neuropathique et inflammatoire, nous avons tout d’abord voulu 

comprendre son rôle en condition basale et voir si cette altération provoquait des 

changements de sensibilités mécanique et thermique. 

Pour cela nous avons évalué la pression nécessaire pour provoquer un retrait des pattes 

postérieures des souris par le test de von Frey.  Ceci est caractérisé par le seuil de retrait 

mécanique de la patte (en grammes) et donne une indication sur la sensibilité mécanique de 

l’animal. Nous avons également évalué le temps de retrait de la patte (en secondes) à la suite 

d’un stimulus thermique grâce à l’utilisation du test plantaire. Ce test nous permet de 

caractériser la sensibilité thermique des souris. Ces expériences comportementales vont nous 

permettre de déceler de potentielles altérations de sensibilités mécanique et thermique chez 

nos différentes souris transgéniques et ce chez les mâles et les femelles.  
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Figure 32:  Diminution des seuils mécaniques et thermiques chez les souris P2X4 KI mâles et 
femelles. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
(P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; P2X4 KO : bleu) mâles (gauche) et femelles (droite) en 
condition basale. (A-B) Seuil de retrait mécanique (g) évalué par le test de von Frey. (C-D) 
Latence de retrait thermique (s) mesurée par le test plantaire. Les valeurs correspondent à la 
moyenne  S.E.M ; n=29-31. 1-way ANOVA non paramétrique (Kruskal-Wallis) suivi d’un test 
de comparaison multiple de Dunn. ****=p<0,0001. 
 

 

Nous observons que la suppression de P2X4 chez les souris P2X4 KO n’induit pas de 

changements du seuil de retrait mécanique et du temps de retrait thermique de la patte, par 

rapport aux souris P2X4 WT (Figure 32). Cependant, nous remarquons une diminution 

significative du seuil de retrait mécanique de la patte chez les souris P2X4 KI par rapport aux 

souris P2X4 WT mâles (0,59  0,02g vs 1,39  0,03g) (Figure 32A) et femelles (0,58  0,03g vs 

1,36  0,02g) (Figure 32B), traduisant une allodynie tactile. De même, le temps de retrait de 

la patte, à la suite d’un stimulus thermique, est significativement diminué chez les souris P2X4 

KI par rapport aux P2X4 WT mâles (2,48  0,06s vs 3,97  0,05s) (Figure 32C) et femelles (2,54 

 0,05s vs 4,05  0,04s) (Figure 32D), caractérisant une hypersensibilité thermique. 
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Afin de voir si des différences existaient entre les mâles et les femelles, nous avons comparé 

statistiquement les résultats comportementaux de ces souris. Nous ne retrouvons aucunes 

différences significatives de sensibilités mécanique (Figure 33A) et thermique (Figure 33B) 

entre les groupes mâles et femelles, et ceci pour l’ensemble de nos génotypes.  

 

 

 

Figure 33: Pas de différences de seuil mécanique et thermique entre mâles et femelles. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
(P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; P2X4 KO : bleu), comparant les mâles et les femelles en 
condition basale. (A) Seuil de retrait mécanique (g) évalué par le test de von Frey. (B) Latence 
de retrait thermique (s) mesurée par le test plantaire. Les valeurs correspondent à la moyenne 
 S.E.M ; n=29-31. 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. 
 

 

L’ensemble de ces résultats montrent qu’en condition basale, l’augmentation de P2X4 à la 

surface serait suffisante pour induire une allodynie mécanique et une hypersensibilité 

thermique de la même manière chez les souris P2X4 KI mâles et femelles en condition 

basale.  

 

 

Afin de vérifier que l’augmentation de P2X4 à la surface est bien responsable de cette 

hyperalgésie observée chez les souris P2X4KI en condition basale, nous avons testé la 

sensibilité mécanique en présence d’un antagoniste spécifique des récepteurs P2X4, le 5-

BDBD (Figure 34).  
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Figure 34: Effet analgésique du 5-BDBD chez les souris P2X4 KI. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez les souris transgéniques P2X4 KI 
mâles (gauche) et femelles (droite) en condition basale avant et après injection d’antagoniste 
P2X4 (5-BDBD) et son control (DMSO). (A-B) Seuil de retrait mécanique (g) évalué par le test 
de von Frey. Le seuil de retrait des souris P2X4 WT est représenté en pointillé gris. (C) 
Comparaison mâles/femelles du seuil de retrait mécanique des P2X4 KI en présence de 5-BDBD. 
Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=6. (A-B) 2-way ANOVA, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Sidak. (C)Test de Student paramétrique non apparié. *=p<0,05, 
****=p<0,0001. 
 

 

Nous observons que l’injection de 5-BDBD (40mM, 2mL/kg) à des souris P2X4 KI induit une 

augmentation significative du seuil de retrait mécanique comparé à l’injection de son véhicule 

(DMSO) chez les mâles (1,07  0,07g vs 0,53  0,04g) et chez les femelles (0,87  0,08g vs 0,5 

 0,05g). 

 

Ces résultats confirment que l’augmentation des récepteurs P2X4 à la surface est bien 

responsable de l’allodynie mécanique chez les P2X4 KI en condition basale.  
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Afin de comprendre cette hypersensibilité mécanique et thermique chez nos souris P2X4 KI, 

nous avons regardé si la transmission nociceptive était impactée. Pour cela, nous avons étudié 

l’activité des neurones de projections WDR, présents dans les couches profondes de la CDME, 

en réponse à une stimulation électrique des fibres afférentes primaires au niveau de la patte 

arrière (cf. Méthodes ; Figure 31). L’étude de ces neurones est un bon moyen de comprendre 

comment le SNC encode le signal douloureux perçu car ils reçoivent des afférences de tous les 

types de fibres afférentes primaires (Aβ, Aδ et C) et sont modulés par les interneurones 

excitateurs et inhibiteurs de la CDME, ainsi que par les voies descendantes. Ainsi, nous avons 

évalué la présence et le nombre de PA généré par les neurones WDR en réponse à une 

activation spécifique des fibres C nociceptives (réponse C). Nous avons pu différencier 

l’activation des neurones WDR par les différentes fibres en fonction de la latence séparant la 

stimulation de la réponse engendrée. En effet, les PA générés par une activation des fibres Aβ 

et Aδ correspondent à une réponse rapide (0-80ms) alors que ceux générés par l’activation 

des fibres C correspondent à une réponse lente des neurones WDR (80-300ms) (Figure 31). 

 

Nous avons tout d’abord évalué si la sensibilisation périphérique était impactée par la 

suppression ou l’augmentation de P2X4 à la surface en condition basale, par enregistrements 

extracellulaires in vivo des neurones WDR. Pour cela, nous avons déterminé l’intensité de 

stimulation électrique minimale, de la patte postérieure de la souris, nécessaire aux neurones 

WDR pour déclencher une réponse C (Seuil d’activation électrique) (Figure 35A, 35B). 

Ainsi, nous avons observé que le seuil d’activation des fibres C induisant une réponse 

nociceptive n’était pas modifié chez les souris P2X4 KO mais était significativement diminué 

chez les souris P2X4 KI mâles (0,39  0,07mA vs 0,92  0,07mA) et femelles (0,41  0,05mA vs 

0,91  0,11mA), par rapport au souris P2X4 WT. Ces résultats montrent que l’augmentation 

de P2X4 à la surface induit une diminution du seuil d’activation des fibres C menant à une 

réponse nociceptive par les neurones WDR des couches profondes de la CDME, traduisant une 

hypersensibilité synaptique périphérique. 
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Figure 35: Augmentation de l’excitabilité des neurones WDR chez les souris P2X4 KI. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projection WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris transgéniques (P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; 
P2X4 KO : bleu) mâles (gauche) et femelles (droite) en condition basale. (A-B) Intensité 
minimale d’activation des fibres C (mA) projetant sur les neurones WDR des couches profondes 
de la CDME. (C-D) Courbe intensité-réponse (IR) représentant le nombre de réponses C en 
fonction de l’intensité de stimulation (0-5 mA). (E-F) Histogramme de la somme des réponses 
C au cours de l’IR. (G-H) Wind up montrant la réponse C cumulative suite à 15 stimulations 
(1Hz) de même intensité. (I-J) Facilitation centrale de la réponse C des neurones WDR 
caractérisée par le coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e 
stimulation)). Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=10-17 neurones sur n=3-5 
souris. (A-B, E-F) 1-way ANOVA non paramétrique (Kruskal-Wallis) suivi d’un test de 
comparaison multiple de Dunn. (C-D, G-H) 2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, 
suivi d’un test de comparaison multiple de Tukey. (I-J) 1-way ANOVA suivi d’un test de 
comparaison multiple de Tukey. *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 
 

 

Nous avons ensuite déterminé si les modifications d’expression et de localisation subcellulaire 

de P2X4 modifiait l’excitabilité des neurones WDR. Pour cela, nous avons stimulé 

électriquement la patte arrière de l’animal à des intensités croissantes à très faible fréquence 

afin d’éviter tout phénomène de potentialisation (0,033 Hz). Nous remarquons que pour des 

intensités égales, la réponse C des neurones WDR était supérieure chez les souris P2X4 KI par 

rapport aux souris P2X4 WT et P2X4 KO (Figure 35C, 35D). D’ailleurs, lorsque nous 

représentons la somme des réponses C générées par les neurones WDR aux différentes 

intensités de stimulation, nous observons que le nombre cumulatif de PA est significativement 

augmenté chez les souris P2X4 KI par rapport aux souris P2X4 WT (Figure 35E, 35F), à la fois 

chez les mâles (43,50  9,77 vs 14,89  1,82) et chez les femelles (34,67  5,76 vs 18,36  2,95). 

Ces résultats indiquent que l’augmentation de P2X4 à la surface induit une hyperexcitabilité 

des neurones WDR, alors que sa suppression ne module pas cette excitabilité. Ceci traduit une 

augmentation de la transmission nociceptive chez les P2X4 KI à la suite du stimulus 

périphérique. 

 

Certains neurones WDR sont capables de générer une forme de plasticité à court terme (PCT) 

appelé wind up. Ce wind up se traduit par une augmentation progressive du nombre de PA 

générés par les neurones WDR en réponse à des stimuli répétés à basse fréquence des fibres 

C et une post-décharge prolongée. Ils sont ainsi capables de moduler centralement les 

informations reçues par les fibres afférentes et adapter leur réponse nociceptive après un 
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stimulus. De plus, une étude a révélé que le récepteur P2X4 pouvait amplifier ce phénomène 

de wind up dans des conditions de douleurs inflammatoire (Aby et al., 2018). Afin d’étudier 

l’implication du récepteur P2X4 dans de possibles altérations de ce phénomène en condition 

basale, nous avons stimulé électriquement la patte postérieure de l’animal par 15 stimulations 

d’intensité constante à basse fréquence (1Hz). Nous avons alors observé le nombre cumulatif 

de PA générés par les neurones WDR en réponse à une activation spécifique des fibres C 

nociceptives. L’augmentation du nombre de PA à la suite de chaque stimulation nous 

permettra alors de visualiser une potentielle amplification ou détérioration de l’information 

nociceptive perçue par ces neurones. Ces données nous ont également permis de calculer un 

coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e stimulation)) qui indique 

lorsqu’il est positif une amplification de l’information et lorsqu’il est négatif, une inhibition de 

cette dernière.  

Ainsi, nous n’avons pas observé de changement de l’amplitude du wind up entre les souris 

P2X4 WT, P2X4 KI et P2X4 KO chez les mâles et les femelles (Figure 35G, 35H). De plus, nous 

remarquons que même si les neurones WDR sont capables de se sensibiliser, la suppression 

et l’augmentation à la surface de P2X4 ne modifient pas le coefficient de wind up (Figure 35I, 

35J). Ces résultats indiquent que les modifications du niveau d’expression en surface de P2X4 

n’impactent pas la sensibilisation centrale des neurones WDR en condition basale. 

 

Lors de la comparaison statistique de ces paramètres entre les mâles et les femelles, nous 

n’observons aucune différence statistique entre les deux sexes (Figure 36).  
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Figure 36: Pas de modifications des propriétés électrophysiologiques des neurones WDR 
entre les mâles et les femelles. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projection WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris transgéniques (P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; 
P2X4 KO : bleu) comparant les mâles et les femelles en condition basale. (A) Intensité minimale 
d’activation des fibres C (mA) projetant sur les neurones WDR des couches profondes de la 
CDME. (B) Histogramme de la somme des réponses C au cours de l’IR. (D) Facilitation centrale 
de la réponse C des neurones WDR caractérisée par le coefficient de wind up (CWU= somme 
réponses C - (15*réponse C 1e stimulation)). Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; 
n=10-17 neurones sur n=3-5 souris. (A-C) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison 
multiple de Sidak.   
 
 
 
L’ensemble de ces résultats nous indique qu’en condition basale, la suppression de P2X4 

chez les souris P2X4 KO ne change pas les propriétés électrophysiologiques des neurones 

WDR. Cependant, l’augmentation de P2X4 à la surface, chez les souris P2X4 KI, induit une 

hyperexcitabilité des neurones WDR traduisant une augmentation de la sensibilité 

synaptique périphérique et de la transmission nociceptive chez les mâles et les femelles.  
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PARTIE 2 : IMPLICATION DU RÉCEPTEUR P2X4 DANS LA DOULEUR 

NEUROPATHIQUE 

 

En condition neuropathique, il a été révélé que le récepteur P2X4 était nécessaire au 

développement d’une allodynie mécanique (Tsuda et al., 2003; Ulmann et al., 2008) mais sa 

nécessité pour induire une hypersensibilité thermique n’a pas encore été démontrée. De plus, 

il a été montré in vitro que l’allodynie mécanique était due, chez les mâles, à une 

augmentation de P2X4 à la surface des microglies de la CDME (Toyomitsu et al., 2012). 

Cependant, cela n’a jamais été montré in vivo. De plus, le rôle de l’augmentation de P2X4 à la 

surface n’a jamais été étudié chez les femelles. 

 

Afin de comprendre le rôle de l’augmentation en surface de P2X4 chez nos souris P2X4 KI et 

de confirmer les effets de la suppression de P2X4, en condition neuropathique, nous avons 

tout d’abord voulu voir son impact sur l’allodynie mécanique et l’hypersensibilité thermique 

au cours du temps (Figure 37). Pour cela, nous avons induit une neuropathie par une ligature 

partielle du nerf sciatique (SNI) à nos différentes souris transgéniques. De plus, nous avons 

contrôlé que les effets observés était bien dus à la neuropathie et pas à la chirurgie en elle-

même (Sham). 

 

Nous confirmons tout d’abord que la neuropathie induit, chez nos souris P2X4 WT mâles et 

femelles, une allodynie mécanique et une hypersensibilité thermique, caractérisées 

respectivement par une diminution du seuil de retrait et de la latence de retrait de la patte à 

la suite de stimuli mécanique et thermique. De plus, nous observons que cette augmentation 

de sensibilités est visible 7 jours après la lésion et se stabilise à partir de 14 jours (Figure 37C, 

37D, 37I, 37J) et se maintient jusqu’à au moins 21 jours après la lésion (Figure 37A, 37B, 37G, 

37H). La suppression de P2X4 chez les souris P2X4 KO supprime cette allodynie mécanique et 

cette hypersensibilité thermique au cours du temps chez les mâles et les femelles. Ainsi, cela 

confirme la nécessité de P2X4 pour induire l’augmentation de sensibilité mécanique et 

thermique en condition neuropathique. De plus, nous remarquons que l’augmentation du 

trafic à la surface de P2X4 chez nos souris P2X4 KI n’altère pas  
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Figure 37: Suppression de la diminution des seuils mécaniques et thermiques en condition 
neuropathique chez les souris P2X4 KO. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
(P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; P2X4 KO : bleu) mâles (gauche) et femelles (droite) en 
condition neuropathique (SNI) et son contrôle (Sham). (A-B) Seuil de retrait mécanique (g) 
évalué au cours du temps (0 à 21 jours) après une lésion de nerf sciatique (SNI) par le test de 
von Frey. (C-D) Histogramme du seuil de retrait mécanique (g) 14 jours après la lésion. (E-F) 
Histogramme du seuil de retrait mécanique (g) 77 jours après la lésion. (G-H) Latence de retrait 
thermique (s) mesurée au cours du temps (0 à 21 jours après la lésion) par le test plantaire. (I-
J) Histogramme de la latence de retrait thermique (s) 14 jours après la lésion. (E-F) 
Histogramme de la latence de retrait thermique (s) 77 jours après la lésion. Les valeurs 
correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=11-13 pour les SNI et n=6 pour les Sham. (A-B, G-H) 
2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, suivi d’un test de comparaison multiple de 
Tukey. (C-F, I-L) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. *=p<0,05, 
****=p<0,0001. 
 

 

L’hypersensibilité causée par la neuropathie et n’induit pas de hausse supplémentaire de cette 

sensibilité chez les mâles et les femelles. 

 

Nous avons pu également observer l’effet de la neuropathie sur la sensibilité mécanique et 

thermique à plus long terme, soit 77 jours après la lésion (Figure 37E, 37F, 37K, 37L). Ainsi, 

nous observons que les seuils et les temps de retraits de la patte des souris P2X4 WT et P2X4 

KI neuropathique (SNI) sont toujours diminués par rapport aux souris P2X4 WT et P2X4 KI 

contrôles (Sham). L’augmentation des sensibilités mécanique et thermique se maintient plus 

de deux mois après la lésion. 

 

Après analyse statistique comparant les mâles et les femelles, nous observons que la 

neuropathie affecte les sensibilités mécanique et thermique de la même manière chez les 

deux sexes (Figure 38). 
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Figure 38: Pas de différences de seuil mécanique et thermique entre mâles et femelles en 
condition neuropathique. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
(P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; P2X4 KO : bleu), comparant les mâles (gauche) et les 
femelles (droite) en condition neuropathique. (A) Seuil de retrait mécanique (g) évalué par le 
test de von Frey. (B) Latence de retrait thermique (s) mesurée par le test plantaire. Les valeurs 
correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=29-31. 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison 
multiple de Sidak. 
 

 

Ces résultats confirment que le récepteur P2X4 est nécessaire au développement et au 

maintien de l’allodynie mécanique et thermique en condition neuropathique. De plus, ces 

résultats montrent que la seule augmentation de P2X4 à la surface exprimée en conditions 

normales, ne médierait que partiellement l’hyperalgésie neuropathique. 

 

 

Afin de confirmer que l’allodynie mécanique provoquée par la neuropathie est partiellement 

due à l’activation de P2X4 à la surface, nous avons bloqué l’activation de P2X4 par 

l’administration intra-péritonéale de 5BDBD, 14 jours après la lésion du nerf sciatique (Figure 

39). 

 

Ainsi, nous observons, en condition neuropathique, une augmentation du seuil de retrait 

mécanique de la patte 2 heures après l’injection de 5BDBD chez les souris P2X4 KI en 

comparaison de l’injection de son solvant (DMSO) chez les mâles (0,87  0,08g vs 0,12  0,02g) 

et chez les femelles (0,99  0,27g vs 0,20  0,08g). Aussi, nous n’observons pas de différences 
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entre les deux sexes (Figure 39C). Ainsi, le blocage pharmacologique de P2X4 à la surface induit 

un effet analgésique. 

Cependant, nous remarquons que cet effet analgésique n’est pas total car il ne restaure pas 

le niveau de sensibilité mécanique des souris P2X4 KI à une niveau basale observé chez les 

souris P2X4 WT. Ceci suggère que d’autres mécanismes, autre que l’activation de P2X4 à la 

surface serait impliquée dans l’allodynie mécanique neuropathique. 

 

 

 

Figure 39: Effet analgésique du 5BDBD chez les souris P2X4 KI SNI. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez les souris transgéniques P2X4 KI 
mâles (gauche) et femelles (droite) en condition neuropathique (SNI) avant et après injection 
d’antagoniste P2X4 (5BDBD) et son control (DMSO). (A-B) Seuil de retrait mécanique (g) évalué 
par le test de von Frey. Le seuil de retrait des souris P2X4 WT en condition basale est représenté 
en pointillé gris. (C) Comparaison mâles/femelles du seuil de retrait mécanique des P2X4 KI en 
présence de 5BDBD. Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=6 souris. (A-B) 2-way 
ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. (C)Test de Student paramétrique non 
apparié. *=p<0,05, ****=p<0,0001. 
 

 



 
142 

Ces résultats confirment donc qu’en condition neuropathique, l’allodynie mécanique est 

induite par l’activation de P2X4 à la surface et d’autres mécanismes, potentiellement 

l’augmentation de la synthèse de novo de P2X4. 

 

 

En condition neuropathique, l’activation de P2X4 à la surface induit partiellement l’allodynie 

mécanique et l’hypersensibilité thermique. Nous avons alors observé par enregistrement in 

vivo des neurones WDR, comment la transmission nociceptive était altérée et comment des 

modifications de P2X4 impactaient cette transmission. 

 

Nous avons tout d’abord évalué comment la neuropathie en elle-même affectait ces neurones 

WDR chez des souris P2X4 WT 14 jours après la lésion (Figure 40).  

Nous observons que le seuil d’activation des neurones WDR par les fibres C nociceptives est 

diminué chez les souris P2X4 WT SNI comparées aux souris P2X4 WT Sham chez les mâles (0,43 

 0,04mA vs 0,97  0,10mA) et les femelles (0,59  0,11mA vs 0,95  0,10 mA) (Figure 40A, 

40B). Ces résultats montrent que la neuropathie induit une hypersensibilité des neurones 

WDR en réponse à une activation des fibres C. 

 

De plus, nous remarquons que pour une même intensité de stimulation, la réponse C des 

neurones WDR est augmentée en neuropathie chez les souris mâles (Figure 40C). D’ailleurs, 

la somme des réponses C générées par les neurones WDR à la suite de stimulation électrique 

d’intensité croissante est également augmentée en condition neuropathique, chez les souris 

P2X4 WT SNI mâles par rapport aux souris P2X4 WT Sham (24,54  13,46 vs 12,12  4,81) 

(Figure 40E). Cependant, chez les souris femelles, nous n’observons pas cette augmentation 

(17,79  8,63 vs 17,23  9,90) (Figure 40D, 40F). Ces résultats indiquent que la neuropathie 

induit une augmentation de l’excitabilité des neurones WDR uniquement chez les mâles et 

pas chez les femelles. 

 

Nous avons également évalué si les propriétés de sensibilisation centrale des neurones WDR 

étaient modifiées par la neuropathie, par l’étude de la capacité de wind up. La neuropathie ne 

semble pas changer la capacité des neurones WDR à se sensibiliser chez les souris P2X4 WT 

SNI par rapport aux souris P2X4 WT Sham. En effet, ni l’amplitude du wind up, ni le coefficient  
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Figure 40: : Augmentation de l’excitabilité des neurones WDR uniquement chez les mâles en 
condition neuropathique. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projection WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris P2X4 WT (gris) mâles (gauche) et femelles (droite) 
en condition neuropathique (SNI) et son contrôle (Sham). (A-B) Intensité minimale d’activation 
des fibres C (mA) projetant sur les neurones WDR des couches profondes de la CDME. (C-D) 
Courbe intensité-réponse (IR) représentant le nombre de réponses C des neurones WDR en 
fonction de l’intensité de la stimulation (0-5 mA). (E-F) Histogramme de la somme des réponses 
C au cours de l’IR. (G-H) Wind up montrant la réponse C cumulative des neurones WDR suite à 
15 stimulations (1Hz) de même intensité. (I-J) Facilitation centrale de la réponse C des neurones 
WDR caractérisée par le coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e 
stimulation)). Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=13-21 neurones sur n=3-8 
souris. (A-B, E, J) Test de Student non paramétrique non apparié (Mann-Whitney). (C-D, G-H) 
2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, suivi d’un test de comparaison multiple de 
Sidak. (F, I) Test de Student paramétrique non apparié. *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, 
****=p<0,0001. 
 

 

de wind up ne sont changés par la neuropathie. Ainsi, en condition neuropathique, les 

neurones WDR ne montrent pas de modifications de leurs capacités de PCT, aussi bien chez 

les mâles et chez les femelles. 

 

 

L’ensemble de ces résultats montre que la neuropathie induit une hyperexcitabilité des 

neurones WDR et ainsi une augmentation de la transmission nociceptive uniquement chez 

les souris mâles et pas chez les souris femelles. Ces résultats suggèrent l’implication de voies 

de transmission nociceptive différentes entre les deux sexes.  
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Afin de voir si les modifications d’expression ou de localisation subcellulaire de P2X4 

modifiaient la transmission nociceptive en condition neuropathique, nous avons étudié les 

propriétés électrophysiologiques des neurones WDR chez les souris P2X4 KI et P2X4 KO mâles 

et femelles (Figure 41). 

 

Nous observons que le seuil d’activation des neurones WDR suivant la stimulation électrique 

des fibres C n’était pas modifié chez les souris n’exprimant plus le récepteur P2X4 en condition 

neuropathique, P2X4 KO SNI par rapport aux souris P2X4 KO Sham mâles (0,41  0,05mA vs 

0,44  0,06mA) et femelles (0,45  0,05mA vs 0,48  0,07mA) (Figure 41A, 41B). Ceci indique 

que le récepteur P2X4 est nécessaire à l’activation des fibres C projetant sur les neurones 

WDR. De plus, l’augmentation de P2X4 à la surface chez les P2X4 KI en condition 

neuropathique ne diminue pas d’avantage le seuil déjà abaissé en condition basale. Nous 

pouvons alors en conclure que l’activation des neurones WDR par les fibres C nociceptives est 

dirigée par l’augmentation de P2X4 à la surface. 

 

Lors de l’étude de l’excitabilité des neurones WDR (Figure 41C-F), nous constatons que la 

suppression de P2X4 chez les souris P2X4 KO supprime l’hyperexcitabilité neuronale observée 

en neuropathie chez les mâles et n’affecte pas l’excitabilité des neurones WDR chez les 

femelles. De plus, nous remarquons que l’augmentation de P2X4 à la surface chez les souris 

P2X4 KI mâles n’induit pas d’hyperexcitabilité des neurones WDR. Ce résultat est assez 

surprenant car cette même augmentation provoquait une hausse de l’excitabilité neuronale 

en condition basale. Chez les souris femelles, le défaut d’internalisation de P2X4 chez les souris 

P2X4 KI en condition neuropathique induit, comme en condition basale, une augmentation 

des réponses C des neurones WDR pour une même intensité de stimulation. Ainsi, ces 

résultats indiquent que le récepteur P2X4 module différemment l’excitabilité des neurones 

WDR en condition neuropathique chez les mâles et les femelles. En effet, chez les mâles, le 

récepteur P2X4 semble nécessaire pour induire l’hyperexcitabilité des neurones, mais son 

augmentation à la surface semble avoir un effet inhibiteur sur cette dernière. En revanche, 

chez les femelles, l’hyperexcitabilité des neurones WDR n’est observée que lorsque le 

récepteur P2X4 est augmenté à la surface chez les P2X4 KI indépendamment de la 

neuropathie.  

 



 
146 

 



 
147 

Figure 41: Diminution de l’excitabilité des neurones WDR chez les souris P2X4 KI mâles en 
condition neuropathique. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projections WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) des souris transgéniques (P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; P2X4 
KO : bleu) mâles (gauche) et femelles (droite), en condition neuropathique (SNI) et son contrôle 
(Sham). (A-B) Intensité minimale d’activation des fibres C (mA) projetant sur les neurones WDR 
des couches profondes de la CDME. (C-D) Courbe intensité-réponse (IR) représentant le nombre 
de réponses C des neurones WDR en fonction de l’intensité de la stimulation (0-5 mA). (E-F) 
Histogramme de la somme des réponses C des neurones WDR au cours de l’IR. (G-H) Wind up 
montrant la réponse C cumulative des neurones WDR suite à 15 stimulations (1Hz) de même 
intensité. (I-J) Facilitation centrale de la réponse C caractérisée par le coefficient de wind up 
(CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e stimulation)). Les valeurs correspondent à la 
moyenne  S.E.M ; n=13-25 neurones sur n=3-8 souris. (A-B) 2-way ANOVA, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Tukey. (C-D, G-H) 2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, 
suivi d’un test de comparaison multiple de Tukey. (E-F, I-J) 2-way ANOVA, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Sidak. *=p<0,05, **=p<0,01, ****=p<0,0001. 
 

 

En condition neuropathique, la plasticité à court terme des neurones WDR n’est pas modifiée. 

Néanmoins nous avons regardé si des modifications du récepteur P2X4 pouvait améliorer ou 

au contraire détériorer cette propriété (Figure 41G-J). 

Ainsi, nous observons que la suppression de P2X4 et son augmentation à la surface tend à 

diminuer le coefficient de wind up en condition neuropathique, respectivement chez les souris 

P2X4 KI et P2X4 KO mâles. Ceci semble indiquer que le récepteur P2X4 jouerait 

potentiellement un rôle dans la sensibilisation centrale des neurones WDR. En revanche, nous 

n’observons pas ce phénomène chez les souris femelles. En effet, l’augmentation à la surface 

ou la suppression de P2X4 ne module pas la capacité des neurones de moduler l’information 

nociceptive reçue.  
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La comparaison statistique de ces précédents résultats obtenus chez les mâles et femelles 

(Figure 42) montre que l’augmentation de P2X4 à la surface n’impacte pas de la même 

manière les souris mâles et femelles. En effet, on peut voir que cette augmentation induit une 

hausse de l’excitabilité des neurones WDR chez les femelles mais pas chez les mâles. De plus, 

elle module différemment les capacités de sensibilisation centrale des neurones WDR, qui 

sont détériorées uniquement chez les mâles.  

 

 

 

Figure 42: Augmentation de l’excitabilité et de la sensibilisation des neurones WDR chez les 
souris femelles P2X4 KI. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projections WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris transgéniques (P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; 
P2X4 KO : bleu) comparant les mâles (gauche) et les femelles (droite) en condition 
neuropathique (SNI). (A) Intensité minimale d’activation des fibres C (mA) projetant sur les 
neurones WDR des couches profondes de la CDME. (B) Histogramme de la somme des réponses 
C des neurones WDR au cours de l’IR. (D) Facilitation centrale de la réponse C des neurones 
WDR caractérisée par le coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e 
stimulation)). Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=13-25 neurones sur n=3-8 
souris. (A-C) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. *=p<0,05, 
***=p<0,001. 
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L’ensemble de ces résultats montrent que la transmission nociceptive en condition 

neuropathique est modulée de manière P2X4-dépendante et ce différemment chez les 

mâles et les femelles.  

 

 

Nous savons désormais que la transmission nociceptive et le comportement douloureux qui 

en résulte dépend de l’augmentation à la surface du récepteur P2X4. Cependant, nous n’avons 

pas encore établi le type cellulaire concerné. 

Bien que de précédentes études aient démontré l’importance du récepteur P2X4 microglial 

dans l’établissement de la douleur neuropathique, une seule étude a démontré par marquage 

immunohistochimique la présence de P2X4 à la surface de microglies en culture (Bergmann et 

al., 2019). De plus, bien que débattu, il a été suggéré que le récepteur P2X4 microglial n’était 

pas impliqué en condition neuropathique chez les femelles. 

 

Nous avons tout d’abord voulu confirmer à l ‘aide d’un marqueur microglial (Iba1) que la lésion 

du nerf sciatique induisait bien une prolifération et une activation microgliale du côté 

ipsilatérale à la lésion. Aussi, nous avons regardé l’effet de la suppression ou de 

l’augmentation de P2X4 à la surface sur cette microgliose. Pour cela, nous avons quantifié la 

surface occupée par la microglie dans la CDME ipsilatérale et contralatérale à la lésion et nous 

avons fait le ratio de ces deux données. Si ce ratio est supérieur à 1, la prolifération et 

l’activation microgliale seront plus importantes du côté ipsilatéral (Figure 43). 
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Ainsi, nous confirmons que la neuropathie augmente la prolifération et l’activation microgliale 

du côté ipsilatérale à la lésion chez les souris P2X4 WT mâles (1,67  0,13 vs 1,02  0,06) et 

femelles (1,73  0,19 vs 0,92 vs 0,08). De plus, nous observons que la suppression de P2X4 

chez les P2X4 KO et son augmentation à la surface chez les P2X4 KI ne modifient pas cette 

microgliose due à la neuropathie chez les mâles et les femelles. 
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Figure 43: La neuropathie induit une activation et une prolifération microgliale. 
(A-B) Marquage immunohistochimique Iba1 (microglie) sur des moelles épinières de souris 
neuropathiques (SNI) et son contrôle (Sham). (C) Quantification de la surface occupée par le 
marquage révélé par la DAB dans le côté ipsilatéral à la lésion par rapport au côté 
contralatéral. Les valeurs correspondent au ratio I/C  S.E.M ; n=2-3 souris. 2-way ANOVA, 
suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, 
****=p<0,0001. (I : Côté ipsilatéral à la lésion ; C : côté contralatéral à la lésion). 
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Ces résultats confirment que la présence de P2X4 à la surface n’est ni suffisante, ni 

nécessaire pour induire l’activation microgliale causée par la neuropathie. 

 

 

Nous avons ensuite voulu identifier si les cellules microgliales exprimaient P2X4 et si cette 

expression était modulée en condition neuropathique. Pour cela, nous avons marqué par 

marquages immunohistochimiques le récepteur P2X4 avec l’anticorps Nodu 246 (en rouge) et 

la microglie avec un anticorps anti-Iba1 (en vert) (Figure 44). 



 
153 

 



 
154 

 

Figure 44: P2X4 exprimé dans les microglies de la CDME chez les souris P2X4 WT mâles et 
femelles. 
Co-marquage immunohistochimique de Iba1 (microglie, vert) et Nodu 246 (P2X4, rouge) dans 
la CDME chez des souris neuropathiques (SNI) et leur contrôle (Sham). (A) Représentation d’une 
moelle épinière entière montrant l’activation microgliale ventrale et dorsale du côté ipsilatéral 
à la lésion caractéristique de la zone lombaire L4-L5 après neuropathie. Le carré blanc 
représente la zone zoomée. (B) Expression de P2X4 à la surface des microglies de la CDME 
ipsilatérale chez les souris mâles. (C) Expression de P2X4 à la surface des microglies de la CDME 
ipsilatérale chez les souris femelles. (Ipsi : Côté ipsilatéral à la lésion ; Contra : côté 
contralatéral à la lésion) 
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Nous remarquons premièrement que P2X4 est exprimé en faible quantité dans certaines 

microglies chez les souris P2X4 WT Sham mâles et femelles. De plus, la neuropathie semble 

induire une augmentation de l’expression des récepteurs P2X4 microgliaux aussi bien chez les 

souris P2X4 WT mâles que chez les femelles.  

Nous confirmons ensuite que le marquage de P2X4 par l’anticorps Nodu 246 est bien 

spécifique de P2X4 car il n’est pas présent chez les souris P2X4 KO (Bergmann et al., 2019). 

En revanche, nous n’arrivons pas à marquer les récepteurs P2X4 présents à la surface chez les 

souris P2X4 KI. Cela ne veut pas forcément dire que le récepteur n’est pas présent. Nous 

pensons que l’excision faite en C-term du récepteur P2X4 aurait modifié la conformation du 

récepteur et ainsi l’accessibilité au site de liaison de l’anticorps. Il n’existe malheureusement 

pas d’autres anticorps spécifiques de P2X4 efficaces sur des tissus de moelle épinière. L’une 

des possibilités était alors de marquer non pas le récepteur mais la mCherry exprimée par le 

gène p2rx4 chez les souris P2X4 KI. Cependant, les techniques d’imagerie utilisées 

(microscopie à fluorescence) ne nous ont pas permis de visualiser la mCherry endogène ni la 

mCherry amplifiée à l’aide de différents anticorps (anti-RFP, anti-DS Red, anti-mCherry).  

Cela ne remet pas en cause notre modèle P2X4 KI pour autant car il a été caractérisé dans 

d’autres tissus tels que le cerveau ou les macrophages (Bertin et al., 2020). 

 

 

L’ensemble de ces résultats nous montrent qu’en condition neuropathique, l’expression du  

récepteur P2X4 semble augmentée dans les microglies mais n’est pas responsable de 

l’activation et la prolifération microgliale. 
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PARTIE 3 : IMPLICATION DU RÉCEPTEUR P2X4 NEURONAL ET 

GLIAL DANS LA NOCICEPTION EN CONDITION BASALE 

 

En condition neuropathique, l’augmentation de récepteurs P2X4 à la surface est en partie 

responsable de l’hyperalgésie observée en modulant la transmission nociceptive. De plus nos 

précédents résultats ont montré que le récepteur était augmenté à la surface des microglies 

en condition neuropathique et ce chez les mâles et les femelles. Afin de déterminer si les 

modifications de nociception observées sont dues à la présence de P2X4 spécifiquement à la 

surface des microglies ou des neurones, nous avons généré au sein de notre équipe de 

recherche des souris doubles transgéniques Cd11b-Cre P2X4 KI, afin d’augmenter la densité 

des récepteurs P2X4 uniquement à la surface des microglies et des macrophages, et des souris 

Synapsin-Cre P2X4 KI, qui présentent une augmentation de P2X4 à la surface des neurones. 

De la même manière, nous avions également prévu de générer des souris doubles 

transgéniques P2X4 KO (Cd11b-Cre P2X4 KO et Synapsin-Cre P2X4 KO), mais des aléas 

indépendants de notre volonté ont retardé la production de ces souris. Elles n’ont donc pas 

pu être utilisées au cours de cette thèse. 

 

Nous avons tout d’abord voulu observer les effets de cette augmentation, cellules spécifiques, 

de P2X4 à la surface sur les sensibilités mécanique et thermique, en condition basale, par 

rapport à celle observée chez les souris P2X4 KI (Figure 45).  

Nos résultats montrent, comme nous l’avions observé chez les souris P2X4 KI générale, une 

allodynie mécanique et une hypersensibilité thermique chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI 

mâles et femelles, respectivement représentées par une diminution du seuil et du temps de 

retrait de la patte de l’animal. Au contraire, chez les souris Synapsin-Cre P2X4 KI, les 

sensibilités mécanique et thermique ne sont pas modifiées et sont similaires aux valeurs 

obtenues chez les souris P2X4 WT (Figure 32).  
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Figure 45: Diminution des seuils mécaniques et thermiques chez les souris Cd11b-Cre P2X4 
KI mâles et femelles. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
cellules spécifiques (Cd11b-Cre P2X4 KI : orange ; Synapsin-Cre P2X4 KI : orange) mâles 
(gauche) et femelles (droite) en condition basale. (A-B) Seuil de retrait mécanique (g) évalué 
par le test de von Frey. Les traits pointillés gris et rouge correspondent aux seuils de sensibilité 
mécanique basale respectivement des souris P2X4 WT et P2X4 KI (C-D) Latence de retrait 
thermique (s) mesurée par le test plantaire. Les traits pointillés gris et rouge correspondent 
aux seuils de sensibilité thermique basale respectivement des souris P2X4 WT et P2X4 KI Les 
valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=7-10. Test de Student non paramétrique et 
non apparié (Mann-Whitney). ****=p<0,0001. 
 

 

De plus nous n’observons pas de différence statistique des sensibilités mécaniques et 

thermiques (Figure 46) entre les souris mâles et femelles des souris Cd11b-Cre P2X4 KI 

montrant que l’augmentation de P2X4 à la surface des cellules myéloïdes provoque une 

augmentation des seuils de sensibilités chez les animaux des deux sexes en conditions basales. 
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Figure 46: Seuils mécanique et thermique identiques chez les souris mâles et les femelles 
Cd11b-Cre et Synapsin-Cre P2X4 KI. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
cellules spécifiques (Cd11b-Cre P2X4 KI : orange ; Synapsin-Cre P2X4 KI : orange), comparant 
les mâles et les femelles en condition basale. (A) Seuil de retrait mécanique (g) évalué par le 
test de von Frey. (B) Latence de retrait thermique (s) mesurée par le test plantaire. Les valeurs 
correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=7-10. 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison 
multiple de Sidak. 

 

Ces résultats nous indiquent que l’allodynie mécanique et l’hypersensibilité thermique 

observées chez les souris P2X4 KI en condition basale sont dues à une augmentation de P2X4 

à la surface des microglies et/ou des macrophages. 

 

Afin de voir si comme pour les souris P2X4 KI, l’hyperalgésie des souris Cd11b-Cre P2X4 KI est 

corrélée à une augmentation de la transmission nociceptive, nous voulions mesurer l’activité 

des neurones WDR de ces souris comme précédemment. Malheureusement, par manque de 

temps nous n’avons pas pu effectuer cette étude. Cependant grâce à une collaboration avec 

l’équipe de F. Rassendren à l’institut de génomique fonctionnelle de Montpellier, nous avons 

pu obtenir des souris CX3CR1-Cre P2X4 KO, qui n’exprime plus P2X4 dans les microglies. Des 

résultats préliminaires de leur équipe ont montré que le récepteur P2X4 microglial était 

nécessaire au développement d’une allodynie mécanique en condition neuropathique car les 

souris CX3CR1-Cre P2X4 KO n’exprimaient pas cette dernière. L’utilisation de ce modèle de 

souris transgénique nous a alors permis de voir dans quelle mesure la suppression du 

récepteur P2X4 dans les microglies modulait la transmission nociceptive au niveau des 

neurones WDR.  
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Figure 47: Augmentation de l’excitabilité des neurones WDR chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 
KO mâles. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projections WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris transgéniques cellules spécifiques (CX3XR1-Cre 
P2X4 KO : turquoise ; P2X4 KO : bleu) mâles (gauche) et femelles (droite) en condition basale. 
(A-B) Intensité minimale d’activation des fibres C (mA) projetant sur les neurones WDR des 
couches profondes de la CDME. (C-D) Courbe intensité-réponse (IR) représentant le nombre de 
réponses C des neurones WDR en fonction de l’intensité de la stimulation (0-5 mA). (E-F) 
Histogramme de la somme des réponses C des neurones WDR   au cours de l’IR. (G-H) Wind up 
montrant la réponse C cumulative des neurones WDR suite à 15 stimulations (1Hz) de même 
intensité. (I-J) Facilitation centrale de la réponse C des neurones WDR caractérisée par le 
coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e stimulation)). Les valeurs 
correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=11-20 neurones sur n=4-5 souris. (A) Test de Student 
non paramétrique non apparié (Mann-Whitney). (B, E, F, I-J) Test de Student paramétrique non 
apparié. (C-D, G-H) 2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Sidak. *=p<0,05. 
 

 

Nos résultats précédents ont montré en condition basale que la suppression globale de P2X4, 

chez les souris P2X4 KO, n’induisait pas de changements des propriétés électrophysiologiques 

des neurones WDR comparé aux souris P2X4 WT. Ainsi, nous avons comparé les effets d’une 

délétion microglie-spécifique chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO par rapport à une délétion 

globale de P2X4 chez les souris P2X4 KO. 

Nous n’observons pas de modifications du seuil d’activation des neurones WDR par les fibres 

C nociceptives chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO par rapport aux souris P2X4 KO mâles (0,71 

 0,06 mA vs 0,85  0,07 mA) et femelles (0,78  0,07 mA vs 0,76  0,10 mA) (Figure 47A, 47B). 

Le récepteur P2X4 dans la microglie n’est donc pas nécessaire dans la sensibilisation 

périphérique des fibres C activant les neurones WDR, en condition basale. 

 

De plus, nous constatons que pour une même intensité de stimulation, la réponse C des 

neurones WDR est augmentée chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO mâles par rapport aux 

souris P2X4 KO (Figure 47C, 47D). De même, la somme des réponses C générées par les 

neurones WDR à la suite de stimulations électriques d’intensités croissantes est également 

augmentée chez ces souris (27,31  3,83 vs 16,79  2,26) (Figure 47E, 47F). Cependant, chez 

les femelles, les réponses C générées sont équivalentes chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO 

et P2X4 KO. Ces résultats montrent que la suppression de P2X4 spécifiquement dans les 
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microglies induit une hyperexcitabilité des neurones WDR et donc une augmentation de la 

transmission synaptique, uniquement chez les mâles.  

 

L’étude de la capacité de sensibilisation centrale des neurones WDR ne montre pas de 

différences en termes d’amplitude du wind up ou de valeur du coefficient de wind up entre 

les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO et P2X4 KO aussi bien chez les mâles que chez les femelles. 

Cela indique que, en condition basale, le récepteur P2X4 microglial ne joue pas un rôle clé 

dans les propriétés de potentialisation à court terme des neurones WDR. 

 

L’analyse statistique de ces propriétés comparant les souris mâles et femelles ne montre pas 

de différence significative entre les deux sexes (Figure 48). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
163 

 
 
Figure 48: Pas de différences d’excitabilité et de sensibilisation neuronale entre les mâles et 
les femelles. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projection WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris transgéniques cellules spécifiques (CX3XR1-Cre 
P2X4 KO : turquoise ; P2X4 KO : bleu) comparant les mâles et les femelles en condition basale. 
(A) Intensité minimale d’activation des fibres C (mA) projetant sur les neurones WDR des 
couches profondes de la CDME. (B) Histogramme de la somme des réponses C des neurones 
WDR au cours de l’IR. (D) Facilitation centrale de la réponse C des neurones WDR caractérisée 
par le coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e stimulation)). Les 
valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=11-20 neurones sur n=4-5 souris. (A-C) 2-way 
ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak.  
 
 

L’ensemble de ces résultats indiquent que le récepteur P2X4 dans les microglies est capable 

de moduler l’excitabilité des neurones WDR, en condition basale, différemment entre les 

mâles et les femelles. 
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PARTIE 4 : IMPLICATION DU RÉCEPTEUR P2X4 NEURONAL ET 

GLIAL DANS LA NOCICEPTION EN CONDITION NEUROPATHIQUE 

 

Nous avons précédemment montré que le récepteur P2X4 microglial était capable de moduler 

la nociception en condition basale chez les souris mâles et femelles. En effet, sur le plan 

comportemental, une augmentation spécifique de P2X4 dans les microglies et les 

macrophages, chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI, induit une hyperalgésie. En condition 

neuropathique, le rôle précis de P2X4 à la surface des microglies et des macrophages reste 

encore à confirmer. Bien que nous ayons montré sa présence chez les souris mâles et femelles 

neuropathiques, plusieurs études ont émis l’hypothèse que le récepteur P2X4 microglial était 

nécessaire pour induire une allodynie mécanique en condition neuropathique uniquement 

chez les mâles et pas chez les femelles (Mapplebeck et al., 2018; Sorge et al., 2015).  

 

Nous avons donc étudié les effets de l’augmentation spécifique de P2X4 à la surface des 

neurones ou des microglies ou macrophages sur les sensibilités mécanique et thermique en 

condition neuropathique (Figure 49).  
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Figure 49: Hyperalgésie mécanique et thermique chez les souris  Cd11b-Cre P2X4 KI et Syn-
Cre P2X4 KI en condition neuropathique. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
cellules spécifiques (Cd11b-Cre P2X4 KI : orange ; Synapsin-Cre P2X4 KI : orange) mâles 
(gauche) et femelles (droite) en condition neuropathique (SNI) et son contrôle (Sham). La ligne 
pointillée correspond à la valeur moyenne obtenue chez les souris P2X4 KI en condition 
neuropathique. (A-B) Seuil de retrait mécanique (g) évalué 14 jours après une lésion de nerf 
sciatique (SNI) par le test de von Frey. (C-D) Latence de retrait thermique (s) mesurée 14 jours 
après la lésion par le test plantaire. Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=6. (A-
B, G-H) 2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, suivi d’un test de comparaison 
multiple de Tukey. (C-F, I-L) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. 
**=p<0,01, ****=p<0,0001. 
 

Nous observons tout d’abord que l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et des 

macrophages, chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI, et des neurones chez les souris Synapsin-Cre 

P2X4 KI, ne modifie pas l’allodynie mécanique et l’hypersensibilité thermique observées en 

condition neuropathique chez les souris mâles et les femelles. De plus, nous observons chez 

les souris Cd11b-Cre P2X4 KI que les seuils de sensibilités mécanique et thermique déjà 

abaissés en condition basale sont également diminués par la neuropathie, comme observée 

chez les souris P2X4 KI.  
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Aussi, l’analyse statistique comparant les mâles et les femelles nous montre que la 

neuropathie augmente de manière équivalente les sensibilités mécanique et thermique chez 

les souris mâles et les femelles (Figure 50). 

 

Figure 50: Pas de différences de seuil mécanique et thermique entre les souris mâles et 
femelles en condition neuropathique. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
cellules spécifiques (Cd11b-Cre P2X4 KI : orange ; Synapsin-Cre P2X4 KI : orange), comparant 
les mâles et les femelles en condition neuropathique (SNI). (A) Seuil de retrait mécanique (g) 
évalué par le test de von Frey. (B) Latence de retrait thermique (s) mesurée par le test plantaire. 
Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=6. 2-way ANOVA, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Sidak. 
 
 
Ces résultats nous indiquent que l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et des 

macrophages, et pas à la surface des neurones, est partiellement responsable de 

l’hyperalgésie neuropathique. Cela semble indiquer que d’autres phénomènes sont mis en 

place. 

 

Similairement à l’étude de la nociception en condition basale, nous n’avons pas pu étudier 

l’importance de l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et des macrophages et/ou 

des neurones sur la transmission nociceptive en condition neuropathique. Néanmoins, nous 

avons pu étudier la nécessité du récepteur P2X4 microglial dans cette transmission grâce à 

l’utilisation de souris CX3CR1-Cre P2X4 KO. 

Pour cela, nous avons étudié les propriétés électrophysiologiques des neurones WDR des 

couches profondes de la CDME chez des souris CX3CR1-Cre P2X4 KO neuropathique (SNI) et 

leurs contrôles (Sham). Nous les avons également comparés aux souris P2X4 KO globale 

neuropathique (Figure 51). 
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Figure 51: Augmentation de l’excitabilité des neurones WDR chez les CX3CR1-Cre P2X4 KO 
mâles neuropathique. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projection WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris transgéniques cellules spécifiques (CX3XR1-Cre 
P2X4 KO : turquoise ; P2X4 KO : bleu) mâles (gauche) et femelles (droite) en condition 
neuropathique (SNI) et son contrôle (Sham). (A-B) Intensité minimale d’activation des fibres C 
(mA) projetant sur les neurones WDR des couches profondes de la CDME. (C-D) Courbe 
intensité-réponse (IR) représentant le nombre de réponses C des neurones WDR en fonction de 
l’intensité de la stimulation (0-5 mA). (E-F) Histogramme de la somme des réponses C des 
neurones WDR au cours de l’IR. (G-H) Wind up montrant la réponse C cumulative des neurones 
WDR suite à 15 stimulations (1Hz) de même intensité. (I-J) Facilitation centrale de la réponse 
C des neurones WDR caractérisée par le coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - 
(15*réponse C 1e stimulation)). Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=11-25 
neurones sur n=3-6 souris. (A-B) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de 
Tukey. (C-D, G-H) 2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Tukey. (E-F, I-J) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison 
multiple de Sidak. *=p<0,05, ****=p<0,0001. 
(mA : milli ampères) 
 

Nous observons que la suppression de P2X4 spécifiquement dans la microglie, chez les souris 

CX3CR1-Cre P2X4 KO, tout comme la suppression globale de P2X4, chez les souris P2X4 KO, 

supprime la diminution du seuil d’activation des neurones WDR par les fibres nociceptives C 

observée chez les souris P2X4 WT mâles et femelles en condition neuropathique (Figure 51A, 

51B). Ces résultats indiquent que le récepteur P2X4 microglial est nécessaire pour induire 

l’hypersensibilité des neurones WDR, suite à leur activation par les fibres nociceptives C, 

induite par la neuropathie. 

 

L’étude de l’excitabilité des neurones WDR révèle que pour une même intensité de 

stimulation, la réponse C des neurones WDR est augmentée chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 

KO neuropathique mâles (Figure 51C, 51D). Cette augmentation, déjà observée en condition 

basale, se révèle être du même ordre que celle observée chez les souris P2X4 WT 

neuropathique. De la même manière, nous remarquons que la somme des réponses C 

générées par les neurones WDR à la suite de stimulations d’intensités croissante est 

également augmentée chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO mâles par rapport aux souris P2X4 

KO mâles neuropathiques (24,73  3,32 vs 12,55  1,84) (Figure 51E, 51F). Chez les souris 

femelles, nous ne constatons pas de modulation des réponses C générées par les neurones 

WDR chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO par rapport aux souris P2X4 KO neuropathiques 

(18,10  2,99 vs 13,70  3,06).  



 
170 

Ces résultats indiquent que le récepteur P2X4 microglial n’est pas nécessaire au 

développement de l’hyperexcitabilité des neurones WDR en condition neuropathique, mais 

contribue à sa régulation chez les souris mâles, mais pas chez les souris femelles.  

 

En condition neuropathique, nous avons précédemment montré que le récepteur P2X4 

semblait nécessaire au maintien des propriétés de sensibilisation centrale des neurones WDR 

chez les souris mâles. En effet, la suppression globale de P2X4, chez les souris P2X4 KO 

induisait une diminution de l’amplitude du wind up et du coefficient de wind up par rapport 

aux souris P2X4 WT neuropathiques. Ici, nous observons qu’en condition neuropathique, la 

délétion spécifique de P2X4 dans les microglies, chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO, n’induit 

pas de modifications de l’amplitude du wind up (Figure 51G, 51H), ni de modifications du 

coefficient de wind up (Figure 51I, 51J) ni chez les souris mâles, ni chez les souris femelles. Ces 

résultats montrent que le récepteur P2X4 microglial jouerait un rôle dans la sensibilisation 

centrale des neurones WDR chez les souris mâles. 
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Figure 52: Pas de différence d’excitabilité et de sensibilisation neuronale entre les souris 
CX3CR1-Cre P2X4 KO mâles et femelles neuropathiques. 
Enregistrements in vivo extracellulaires des neurones de projection WDR dans la corne dorsale 
de la moelle épinière (CDME) chez des souris transgéniques cellules spécifiques (CX3XR1-Cre 
P2X4 KO : turquoise ; P2X4 KO : bleu) comparant les mâles et les femelles en condition 
neuropathique (SNI). (A) Intensité minimale d’activation des fibres C (mA) projetant sur les 
neurones WDR des couches profondes de la CDME. (B) Histogramme de la somme des réponses 
C des neurones WDR au cours de l’IR. (D) Facilitation centrale de la réponse C des neurones 
WDR caractérisée par le coefficient de wind up (CWU= somme réponses C - (15*réponse C 1e 
stimulation)). Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=11-25 neurones sur n=3-6 
souris. (A-C) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak.  
 

L’analyse statistique des différentes propriétés électrophysiologiques des neurones WDR, 

comparant les souris mâles et femelles ne montre aucune différences (Figure 52).  

 

 

L’ensemble de ces résultats montre que le récepteur P2X4 microglial participe à la 

modulation de la transmission nociceptive, en condition neuropathique en agissant sur la 

sensibilité des neurones WDR face à une stimulation des fibres nociceptives C chez les souris 

mâles et femelles. En revanche le récepteur P2X4 microglial perturbe l’excitabilité des 

neurones WDR et ses capacités de produire de la plasticité à court terme uniquement chez 

les mâles et pas chez les femelles. 
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Figure 53: Table récapitulative des précédents résultats 
*résultats non significatifs 
AC : Acquisition des résultats en cours 
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PARTIE 5 : IMPLICATION DU RÉCEPTEUR P2X4 DANS LA DOULEUR 

INFLAMMATOIRE 

 

Nos résultats précédents ont révélé que le récepteur P2X4 à la surface des microglies était 

important dans le développement et le maintien de la nociception neuropathique et pouvait 

moduler l’algésie mécanique et thermique ainsi que la transmission de l’information 

nociceptive dans la moelle épinière. Outre la douleur neuropathique, le récepteur P2X4 est 

également nécessaire à l’établissement de la douleur inflammatoire (Tsuda et al., 2009b). 

Cependant, les mécanismes impliqués seraient différents de ceux impliqués dans les douleurs 

neuropathiques. En effet, il a été révélé que le récepteur P2X4 dans les microglies de la CDME 

ne participait pas à la douleur inflammatoire (Tsuda et al., 2003). Ce serait alors le récepteur 

P2X4 présent dans les macrophages périphériques (Ulmann et al., 2010) et dans les neurones 

(Lalisse et al., 2018) et cellules gliales (Zhao et al., 2019) des DRG qui serait responsable de 

l’allodynie mécanique observée en condition inflammatoire. Cependant, très peu d’études ont 

été faites à ce sujet et une seule étude a observé le rôle de P2X4 dans l’inflammation 

chronique chez les femelles (Lalisse et al., 2018). De plus, le rôle de l’augmentation de P2X4 à 

la surface n’a jamais été étudié en condition inflammatoire.   

 

Ainsi, afin de comprendre le rôle de l’augmentation à la surface de P2X4 et de confirmer l’effet 

de P2X4 dans la douleur inflammatoire chronique, nous avons étudié ces changements 

d’expression et de localisation subcellulaire sur l’allodynie mécanique et l’hypersensibilité 

thermique au cours du temps (Figure 54). Pour cela, nous avons induit une inflammation 

périphérique par injection intra-plantaire de CFA (30 µL). De plus nous avons contrôlé que les 

effets observés n’étaient pas dus à l’injection en elle-même en injectant du NaCl 0,9% (30 µL). 

Nous confirmons tout d’abord que l’inflammation périphérique induit une allodynie 

mécanique et une hypersensibilité thermique 4 jours après l’inflammation chez les souris P2X4 

WT mâles et femelles (Figure 54A, 54B, 54E, 54F). Nous observons que cette hyperalgésie se 

maintient jusqu’à 8 jours après l’inflammation (Figure 54C, 54D, 54G, 54H) mais diminue 12 

jours après l’inflammation. A partir de 16 jours après l’inflammation, il n’y a plus 

d’hyperalgésie. En effet, les sensibilités mécanique et thermique retrouvent un niveau basal. 

Malgré cette perte de sensibilité, nous remarquons que l’œdème inflammatoire est toujours  
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Figure 54: Suppression de la diminution des seuils mécaniques et thermiques en condition 
inflammatoire chez les souris P2X4 KO. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
(P2X4 WT :  gris P2X4 KI : rouge ; P2X4 KO : bleu) mâles (gauche) et femelles (droite) en 
condition inflammatoire (CFA) et son contrôle (NaCl). (A-B) Seuil de retrait mécanique (g) 
évalué au cours du temps (0 à 16 jours) après l’inflammation (CFA) par le test de von Frey. (C-
D) Histogramme du seuil de retrait mécanique (g) 8 jours après l’inflammation. (E-F) Latence 
de retrait thermique (s) mesurée au cours du temps (0 à 16 jours après l’inflammation) par le 
test plantaire. (G-H) Histogramme de la latence de retrait thermique (s) 8 jours après 
l’inflammation. Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=11-13 pour les SNI et n=6 
pour les Sham. (A-B, E-F) 2-way ANOVA avec correction Geisser-Greenhouse, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Tukey. (C-D, G-H) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison 
multiple de Sidak. ***=p<0,0001, ****=p<0,0001. 

 

présent au niveau de la patte injectée avec du CFA (résultats non montrés). Ceci indique que 

la présence de l’œdème et l’hyperalgésie ne sont pas corrélées. De plus, nous constatons que 

la suppression globale de P2X4, chez les souris P2X4 KO injectées avec du CFA, supprime 

l’allodynie mécanique et l’hypersensibilité thermique observées chez les souris P2X4 WT 

mâles et femelles. Ainsi, ceci confirme la nécessité de P2X4 dans le développement de 

l’allodynie mécanique chez les mâles et les femelles et nous montre également la nécessité 

de P2X4 dans l’établissement d’une hypersensibilité thermique dans le cas d’une 

inflammation chronique. Cependant, P2X4 ne semble pas nécessaire au maintien de 

l’hyperalgésie inflammatoire. 

 Aussi, nous observons que l’augmentation de P2X4 à la surface, chez les souris P2X4 KI mâles 

et femelles, n’induit pas d’augmentation supplémentaire des sensibilités mécanique et 

thermique déjà abaissées en condition basale. Ceci suggère que l’augmentation du récepteur 

P2X4 à la surface, chez les souris P2X4 KI, serait suffisante pour entrainer une hyperalgésie 

mécanique et thermique en condition inflammatoire.  

Nos résultats montrent que l’hyperalgésie mécanique et thermique maximale est atteinte 8 

jours après l’injection de CFA, nous avons alors décidé d’effectuer nos futurs expériences 8 

jours après l’induction de l’inflammation. 
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L’analyse statistique de ces résultats comportementaux ne montre aucune différence de 

sensibilité mécanique et thermique entre les mâles et les femelles (Figure 55). 

 

 

Figure 55: Pas de différences de sensibilités mécanique et thermique entre les souris mâles 
et femelles en condition inflammatoire. 
Analyses comportementales de sensibilités réalisées chez différentes souris transgéniques 
(P2X4 WT :  gris ; P2X4 KI : rouge ; P2X4 KO : bleu), comparant les mâles (gauche) et les 
femelles (droite) 8 jours après l’induction d’une inflammation. (A) Seuil de retrait mécanique 
(g) évalué par le test de von Frey. (B) Latence de retrait thermique (s) mesurée par le test 
plantaire. Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=29-31. 2-way ANOVA, suivi d’un 
test de comparaison multiple de Sidak. 

 

Ainsi, nos résultats montrent que le récepteur P2X4 est nécessaire au développement mais 

pas au maintien de l’hyperalgésie mécanique et thermique en condition inflammatoire et 

que son augmentation à la surface serait responsable de cette dernière. 

 

 

Cependant, le type cellulaire impliqué reste à déterminer. Nous avons donc étudié les effets 

de l’augmentation de P2X4 à la surface des neurones, chez les souris Synapsin-Cre P2X4 KI, et 

des microglies et macrophages, chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI sur les sensibilités 

mécaniques et thermiques en condition inflammatoire (Figure 56). 
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Figure 56: Hyperalgésie mécanique et thermique chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI et Syn-
Cre P2X4 KI en condition inflammatoire. 
Analyses comportementales de sensibilité réalisées chez différentes souris transgéniques 
cellules spécifiques (Cd11b-Cre P2X4 KI : orange ; Synapsin-Cre P2X4 KI : orange) mâles 
(gauche) et femelles (droite) en condition inflammatoire (CFA) et son contrôle (NaCl). (A-B) 
Seuil de retrait mécanique (g) évalué 8 jours après l’inflammation par le test de von Frey. La 
ligne pointillée rouge correspond au seuil de sensibilité mécanique des souris P2X4 KI en 
condition inflammatoire. (C-D) Latence de retrait thermique (s) mesurée 8 jours après 
l’inflammation par le test plantaire. La ligne pointillée rouge correspond au seuil de sensibilité 
thermique des souris P2X4 KI en condition inflammatoire. Les valeurs correspondent à la 
moyenne  S.E.M ; n=6. (A-D) 2-way ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. 
****=p<0,0001. 
 

 

Nous observons que l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et des macrophages 

chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI et des neurones chez les souris Synapsin-Cre P2X4 KI n’altère 

pas l’allodynie mécanique et l’hypersensibilité thermique observées chez les souris P2X4 WT 

en condition inflammatoire. De plus, nous remarquons que l’inflammation ne diminue pas les 

seuils et temps de retrait de la patte déjà abaissés chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI, alors que 

ces derniers diminuent chez les souris Synapsin-Cre P2X4 KI.  
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Aussi, la comparaison statistique des sensibilités mécaniques et thermiques entre les mâles et 

les femelles indiquent qu’il n’y a pas de différences entre les deux sexes (Figure 57). 

 

 

 

Figure 57: Pas de différences de sensibilités mécanique et thermique entre les souris mâles 
et femelles en condition inflammatoire. 
Analyses comportementales de sensibilité réalisées chez différentes souris transgéniques 
cellules spécifiques (Cd11b-Cre P2X4 KI : orange ; Synapsin-Cre P2X4 KI : orange), comparant 
les mâles et les femelles en condition inflammatoire (CFA). (A) Seuil de retrait mécanique (g) 
évalué par le test de von Frey. (B) Latence de retrait thermique (s) mesurée par le test plantaire. 
Les valeurs correspondent à la moyenne  S.E.M ; n=6. (A-B) 2-way ANOVA, suivi d’un test de 
comparaison multiple de Sidak. 
 

 

Ces résultats suggèrent que seule l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et des 

macrophages, chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI, et pas à la surface des neurones suffit à 

induire une hyperalgésie semblable à celle observée en condition inflammatoire, chez les 

mâles et les femelles. 

 

Cependant, de précédentes études ont montré que le récepteur P2X4 microglial n’était pas 

impliqué dans le développement de la douleur inflammatoire chez les mâles (Tsuda et al., 

2003). Aussi, le rôle de P2X4 dans la microglie n’a jamais été étudié chez les femelles dans un 

contexte d’inflammation chronique. Afin de confirmer ou d’infirmer cette hypothèse, nous 

avons tout d’abord regardé par marquage immunohistochimique (Iba1) si l’inflammation 

induisait une activation et une prolifération microgliale chez les mâles et chez les femelles 

(Figure 58).  
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Figure 58: L’inflammation chronique n’induit pas d’activation et de prolifération microgliale. 
(A-B) Marquage immunohistochimique Iba1 (microglie) sur des moelles épinières de souris en 
conditions inflammatoires (CFA) et son contrôle (NaCl). (C) Quantification de la surface 
occupée par le marquage révélé par la DAB dans la CDME ipsilatérale à la lésion par rapport à 
la CDME contralatérale. Les valeurs correspondent au ratio I/C  S.E.M ; n=2-3 souris. 2-way 
ANOVA, suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak.  
(I : Côté ipsilatéral à la lésion ; C : côté contralatéral à la lésion) 
 
 

 



 
181 

Bien que la microglie ne soit pas activée par l’inflammation périphérique, nous avons toutefois 

regardé par marquage immunohistochimique de la microglie (Iba1) et du récepteur P2X4 

(Nodu 246) si l’inflammation induisait une augmentation de P2X4 dans les microglies de la 

CDME (Figure 59).  

 

Nous observons que P2X4 est présent dans les microglies chez les souris P2X4 WT, cependant, 

son expression ne semble pas augmentée en condition inflammatoire. Ces résultats suggèrent 

que l’inflammation n’induit pas d’augmentation de l’expression de P2X4 dans les microglies. 

Or, nos résultats comportementaux ont suggéré que l’hyperalgésie causée par l’inflammation 

serait due à une augmentation de P2X4 à la surface des microglies et des macrophages. On 

peut donc supposer que l’hyperalgésie serait due uniquement à une augmentation de P2X4 à 

la surface des macrophages et pas des microglies. Malheureusement, nous n’avons pas eu le 

temps de confirmer cette hypothèse. 

 
 



 
182 

 



 
183 

 
Figure 59: L’inflammation n’augmente pas l’expression de P2X4 dans les microglies. 
Co-marquage immunohistochimique de Iba1 (microglie, vert) et Nodu 246 (P2X4, rouge) dans 
la CDME chez des souris en condition inflammatoire (CFA) et son contrôle (NaCl). (A) 
Représentation d’une moelle épinière entière de la zone lombaire L4-L5 après inflammation. 
Le carré blanc représente la zone zoomée. (B) Expression de P2X4 à la surface des microglies 
de la CDME ipsilatérale chez les souris mâles. (C) Expression de P2X4 à la surface des microglies 
de la CDME ipsilatérale chez les souris femelles. 
(Ipsi : Côté ipsilatéral à la lésion ; Contra : côté contralatéral à la lésion) 
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Une autre hypothèse émise par la littérature est que la présence de P2X4 à la surface des 

neurones des DRG participerait à l’allodynie mécanique chez les mâles en condition 

inflammatoire (Lalisse et al., 2018).  
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Figure 60: L’Inflammation augmente l’expression de P2X4 dans les DRG. 
Co-marquage immunohistochimique de P2X3 (neurones nociceptifs non peptidergiques, vert), 
Nodu 246 (P2X4, rouge) et du DAPI (noyau cellulaire, bleu) dans les DRG ipsilatéraux chez des 
souris inflammées (CFA) et leurs contrôle (NaCl) mâles. (A) Représentation d’une coupe entière 
de DRG lombaire (L4-L5) après inflammation. Le carré blanc représente la zone zoomée. (B) 
Expression de P2X4 à la surface des neurones nociceptifs non peptidergiques. 

 

Nous avons donc étudié par marquage immunohistochimique si d’une part, le récepteur P2X4 

était bien présent dans les DRG et d’autre part, s’il était présent à la surface des neurones 

nociceptifs et si son expression était modifiée par l’inflammation 4 jours après l’injection de 

CFA. Pour cela, nous avons utilisé un anticorps anti-P2X3 pour marquer les neurones 

nociceptifs non peptidergiques des DRG et l’anticorps Nodu 246 pour marquer le récepteur 

P2X4 (Figure 60). 

 

Nous observons que le récepteur P2X4 n’est pas présent à la surface des neurones des DRG 

en condition contrôle, après injection de NaCl, chez les souris P2X4 WT. Cependant, en 

condition inflammatoire, après injection de CFA, nous remarquons une augmentation de P2X4 

chez les souris P2X4 WT. Nous ne pouvons pas affirmer que le récepteur P2X4 est augmenté 

à la surface des neurones car la distance séparant la membrane plasmique des cellules gliales 

satellites (CGS) de la membrane plasmique des neurones qu’elles entourent est très faible (de 

l’ordre du nanomètre).  

 

Ces résultats nous indiquent que le récepteur P2X4 est augmenté dans les DRG en condition 

inflammatoire, chez les souris P2X4 WT mâles mais le type cellulaire reste à préciser.  
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Au cours de ma thèse, mes travaux avaient pour but de mieux comprendre l’implication des 

récepteurs P2X4 neuronaux et microgliaux dans la nociception basale et dans le contexte de 

douleurs neuropathiques et inflammatoires. L’ensemble de nos résultats ont montré que des 

modifications d’expression ou de localisation subcellulaire du récepteur P2X4 microglial 

pouvaient moduler l’algésie mécanique et thermique et la transmission nociceptive en 

condition basale. De plus, nous avons confirmé que le récepteur P2X4 était nécessaire au 

développement et au maintien de l’hyperalgésie neuropathique et nous avons révélé que son 

augmentation à la surface des microglies participait partiellement à la nociception 

neuropathique. De même, nous avons également montré que le récepteur P2X4 était 

nécessaire au développement de l’hyperalgésie mécanique et thermique inflammatoire. 

Cependant nous avons démontré que cette hyperalgésie ne dépendait pas d’une 

augmentation de P2X4 à la surface des microglies de la CDME. 

 

 

I. L’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et/ou des 

macrophages induit une hypersensibilité mécanique et 

thermique, en condition basale 

 

En condition basale, le rôle du récepteur P2X4 dans la nociception est mineur car le récepteur 

est internalisé constitutivement dans les lysosomes et de ce fait est très peu exprimé à la 

surface des membranes plasmiques (Robinson and Murrell-Lagnado, 2013).  Dans de 

nombreuses pathologies, telles que la douleur neuropathique, des études ont observé une 

augmentation de son expression et de son trafic à la surface qui était corrélée à une allodynie 

mécanique (Toyomitsu et al., 2012). Cependant, le lien direct entre cette augmentation et 

l’hyperalgésie n’a jamais été démontré.  

Nous avons montré que l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et/ou des 

macrophages chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI mâles et femelles pouvait induire une 

allodynie mécanique et une hypersensibilité thermique. De plus, nous avons révélé, par 

blocage pharmacologique du récepteur à l’aide de 5-BDBD (antagoniste spécifique de P2X4) 

que cette hyperalgésie dépendait bien de l’activation des récepteurs P2X4 présents à la 

surface.  
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En condition neuropathique, il a été démontré in vitro que l’augmentation de P2X4 à la surface 

des microglies de la CDME dépendait de l’activation microgliale, tout du moins chez les mâles, 

et que cette dernière était nécessaire au développement d’une allodynie mécanique  

(Toyomitsu et al., 2012). Or, les souris P2X4 KI ne présentent pas d’activation microgliale. 

Ainsi, nous pouvons supposer que cette activation n’est pas directement nécessaire pour 

induire une hyperalgésie mais qu’elle permet d’initier le trafic à la surface de P2X4, qui lui est 

nécessaire au développement de cette hyperalgésie. 

De plus, en condition de douleurs neuropathique et inflammatoire, des études ont montré 

que chez les mâles, l’allodynie mécanique dépendait de la libération de BDNF de manière 

P2X4-dépendante qui agit par la suite en activant le récepteur TrkB (Liu et al., 2018; Trang et 

al., 2009; Ulmann et al., 2008). Nous suggérons que l’augmentation de P2X4 à la surface des 

microglies chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI, en condition basale permettrait, sans activer la 

microglie, la libération de BDNF et ainsi l’activation de la voie P2X4/p38MAPK/BDNF/TrkB qui 

serait responsable de l’hyperalgésie. Nous pourrions quantifier la présence de BDNF dans la 

CDME par IHC par exemple. Nous pourrions également montrer l’importance de l’activation 

du récepteur TrkB chez les souris P2X4 KI en injectant à ces dernières un antagoniste 

spécifique de TrkB. 

 

Outre le développement d’une allodynie mécanique, nous avons également observé une 

hypersensibilité thermique chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI. De plus, nous observons cette 

hyperalgésie à la fois chez les souris mâles et femelles. Bien que les précédentes études 

s’intéressant au dimorphisme sexuel en condition neuropathique aient révélé que le 

récepteur P2X4 microglial chez les femelles n’était pas impliqué dans les douleurs 

neuropathiques (Mapplebeck et al., 2018; Sorge et al., 2015), nos résultats montre que 

l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies chez les souris Cd11b-Cre P2X4 KI peut 

déclencher une hyperalgésie mécanique et thermique de la même manière chez les deux 

sexes. Ceci suggère que la voie P2X4/BDNF/TrkB pourrait également être induite chez les 

femelles. 
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II. P2X4 à la surface des microglies et/ou des macrophages est 

nécessaire pour induire une hyperalgésie en condition 

neuropathique 

 

Tout comme certaines études l’ont déjà suggéré, nous confirmons que le récepteur P2X4 est 

nécessaire au développement et au maintien de l’allodynie mécanique chez les mâles et les 

femelles (Tsuda et al., 2009a; Tsuda et al., 2009b; Ulmann et al., 2008). De plus, nos résultats 

ont montré que le récepteur P2X4 était également nécessaire au développement et au 

maintien de l’hypersensibilité thermique en condition neuropathique. Nous avons constaté 

que cette hyperalgésie causée par la neuropathie était en partie due à l’augmentation de P2X4 

à la surface des microglies et/ou des macrophages. En effet nous avons observé que les seuils 

de sensibilités mécaniques et thermiques déjà abaissés chez les souris Cd11b P2X4 KI 

diminuaient de nouveau à la suite d’une neuropathie. Nous pouvons présumer que la 

neuropathie induirait certes une augmentation de P2X4 à la surface des microglies, mais 

qu’elle serait couplée à une augmentation de la synthèse de novo de P2X4. Aussi, la 

substitution du motif responsable de l’internalisation de P2X4, par la protéine mCherry, 

devrait également permettre aux récepteurs P2X4 nouvellement synthétisés de se maintenir 

à la surface des microglies, permettant alors une augmentation du nombre de récepteurs à la 

surface.  

 

Certaines études ont évoqué que le récepteur P2X4 microglial n’avait pas d’effet sur 

l’hyperalgésie en condition neuropathique chez les femelles (Mapplebeck et al., 2018; Sorge 

et al., 2015). Cependant, nos résultats suggèrent qu’il n’y a pas de différences mâles/femelles 

au niveau comportemental. En effet, chez les femelles nous avons observé, de la même 

manière que chez les mâles, que le récepteur P2X4 était nécessaire à l’induction de 

l’hyperalgésie aussi bien mécanique que thermique en condition neuropathique et que son 

augmentation à la surface des microglies, bien que pas suffisante, participait à cette 

hyperalgésie neuropathique. Les précédentes études comparant l’implication de P2X4 chez 

les mâles et les femelles en condition neuropathique, sont néanmoins peu nombreuses et 

aucune n’a démontré par immunohistochimie la présence, ou non, de P2X4 à la surface des 

microglies activées. Elles ont également révélé que les femelles, au contraire des mâles, ne 
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présentaient pas d’augmentation de la phosphorylation de p38-MAPK ni de synthèse et 

libération de BDNF dans les microglies, deux acteurs clés de la voie P2X4/BDNF/TrkB (Luo et 

al., 2018; Mapplebeck et al., 2018; Sorge et al., 2015; Taves et al., 2016). Cependant, le lien 

direct entre l’augmentation de P2X4 dans les microglies et l’hyperalgésie en condition 

neuropathique n’avait jamais été démontré chez les femelles. Or, nous avons montré par 

marquages immunohistochimiques qu’en condition neuropathique, l’expression du récepteur 

P2X4 semblait être augmentée dans les microglies chez les souris P2X4 WT, aussi bien chez les 

mâles que chez les femelles. De plus, même si certaines études ont montré que le récepteur 

P2X4 était moins exprimé dans les microglies femelles comparés aux mâles (Crain et al., 2009; 

Guneykaya et al., 2018), l’expression de P2X4 dans les microglies ne semble pas être diminuée 

chez les femelles lors de nos expériences. Cependant, nous n’avons pas encore quantifié les 

niveaux d’expression dans les différentes conditions.  

Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que, bien qu’il pourrait être exprimé dans de plus 

faibles proportions, le récepteur P2X4 augmenté dans les microglies chez les femelles est 

également responsable de l’hyperalgésie mécanique et thermique constatée en neuropathie. 

Cependant, l’activation de ce récepteur n’induirait peut-être pas la libération de BDNF, mais 

serait responsable d’autres mécanismes engendrant la même hyperalgésie observée chez les 

mâles, en condition neuropathique.  

 

 

III. L’hyperexcitabilité des neurones WDR est modulée de manière 

P2X4-dépendante, en condition basale 

 

En plus des analyses comportementales, les enregistrements électrophysiologiques in vivo des 

neurones WDR des couches profondes de la CDME, nous donnent quelques indications 

concernant l’implication du récepteur P2X4 dans la transmission et l’intégration de 

l’information nociceptive à la suite d’un stimulus périphérique. Nous observons en condition 

basale, que l’augmentation du trafic à la surface de P2X4, chez les souris P2X4 KI diminue le 

seuil d’activation des neurones WDR après stimulation des fibres C et augmente leur 

excitabilité, sans changer leur sensibilisation centrale. De plus, sa suppression ne modifie pas 

les propriétés intrinsèques de ces neurones. Ceci, chez les mâles et les femelles. Cependant, 
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la délétion spécifique de P2X4 uniquement dans les microglies, chez les souris CX3CR1-Cre 

P2X4 KO, induit une augmentation de l’excitabilité des neurones WDR, sans changement de 

leur seuil d’activation, ni de leur sensibilisation, uniquement chez les mâles. Ces résultats nous 

indiquent premièrement que le récepteur P2X4 est suffisant, lorsqu’il se trouve à la surface 

des cellules, pour induire une hyperexcitabilité neuronale et une diminution du seuil 

d’activation des fibres C projetant sur les neurones WDR des couches profondes de la CDME. 

Nous n’avons pas eu le temps d’effectuer les enregistrements sur des modèles transgéniques 

augmentant la densité de surface de P2X4 de manière cellules spécifiques. Nous ne pouvons 

donc pas affirmer que nos observations sont directement liées au récepteurs P2X4 exprimés 

dans la microglie, les neurones ou présents sur d’autres cellules. Cependant, si l’on met en 

parallèle ces résultats avec nos résultats comportementaux, cela laisse à penser que 

l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies instaure une hypersensibilité mécanique 

et thermique en condition basale, en provoquant l’augmentation de l’excitabilité des 

neurones WDR et ainsi de la transmission nociceptive. Partant de ce principe cela suggère que 

l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies, augmenterait la libération de BDNF dans 

la CDME ce qui induirait une hyperexcitabilité des neurones WDR via l’activation du récepteur 

TrkB qui permettrait la potentialisation des récepteurs NMDA et la désinhibition des 

récepteurs GABA. En effet, il a déjà été démontré qu’en condition neuropathique, l’activation 

de TrkB par le BDNF, augmentait l’excitabilité des neurones WDR en augmentant le nombre 

de réponses C à la suite d’une stimulation (Xue et al., 2020). Bien que cela soit démontré dans 

des conditions de douleurs neuropathiques, on peut supposer que la libération de BDNF qui 

serait induite par l’augmentation à la surface de P2X4, jouerait un rôle également en condition 

basale.   

 

Dans un second temps, nous avons observé que la délétion globale de P2X4 n’induisait pas de 

changements de seuil, d’excitabilité ou de sensibilisation des neurones WDR. Cependant, la 

délétion spécifique de P2X4 dans les microglies, induisait une augmentation de l’excitabilité 

des neurones WDR, uniquement chez les mâles, sans pour autant changer leur seuil 

d’activation, ni leur capacité de sensibilisation. Cela laisse supposer qu’une potentielle 

compensation se produit en ce qui concerne l’excitabilité. En effet, la délétion de P2X4 dans 

les microglies pourrait induire son augmentation dans d’autres types cellulaires tels que les 

neurones qui serait alors responsable de cette augmentation d’excitabilité. De plus, nous 
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avons remarqué que bien que l’excitabilité des neurones WDR était modifiée, le seuil 

d’activation des neurones WDR par les fibres C ne l’était pas. L’augmentation de P2X4 à la 

surface de la microglie serait alors uniquement responsable de l’abaissement du seuil 

d’activation des neurones WDR. Ceci est alors corrélé par le fait qu’en comportement nous 

observons uniquement des seuils de douleur, qui sont alors abaissés lorsque le récepteur est 

à la surface de la microglie. Nous pouvons suggérer que le récepteur P2X4 à la surface des 

microglies est responsable des changements de seuil d’activation des neurones WDR par les 

fibres C et que l’augmentation de P2X4 à la surface des neurones est responsable de 

l’augmentation de l’excitabilité des neurones WDR. Ceci concorde avec l’augmentation de 

l’excitabilité et du seuil chez les souris P2X4 KI. L’activation du récepteur P2X4 microglial 

contrôlerait l’excitabilité neuronale suite à des stimuli proches du seuil d’activation des 

neurones WDR par les fibres C et le récepteur P2X4 neuronal serait responsable de la 

modulation de l’excitabilité des neurones WDR provoquée par des stimuli de forte intensité. 

En outre, chez les mâles, la suppression microgliale de P2X4 serait compensée par une 

augmentation de P2X4 à la surface des neurones. Ceci pourrait se confirmer par l’utilisation 

de modèles transgéniques présentant une délétion de P2X4 uniquement dans les neurones, 

que nous sommes actuellement en train de produire.   

 

De plus, cette augmentation d’excitabilité des neurones WDR, en condition basale, lors de la 

délétion de P2X4 spécifiquement dans les microglies, chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO, 

n’est présente que chez les mâles et pas chez les femelles. Nous pensons que chez les 

femelles, le P2X4 microglial pourrait être impliqué à la fois dans l’établissement des seuils 

d’activation des neurones WDR par les fibres C, mais aussi dans les processus d’excitabilité de 

ces neurones. 

 

Il ne faut néanmoins pas oublier que la lignée de souris transgénique CX3CR1-Cre P2X4 KO est 

un modèle inductible. En effet, dans ce modèle, nous supprimons l’expression de P2X4 à l’âge 

adulte (environ 8 semaines), alors que nos souris P2X4 KO présentent une délétion de P2X4 

dès la naissance. On peut alors supposer à l’inverse que c’est la délétion précoce de P2X4, 

chez les souris P2X4 KO, qui pourrait présenter des phénomènes compensatoires et non pas 

les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO inductibles ou la délétion de P2X4 est effectuée quelques 

semaines avant les expériences. 
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IV. La neuropathie induit une hyperexcitabilité P2X4-dépendante des 

neurones WDR, uniquement chez les mâles 

 

En condition neuropathique, nous avons observé que la neuropathie induisait une diminution 

du seuil d’activation des neurones WDR stimulés par les fibres C, chez les mâles et les femelles. 

L’excitabilité des neurones WDR est également augmentée en condition neuropathique, mais 

uniquement chez les mâles et pas chez les femelles. De plus, aucun changement de 

sensibilisation centrale des neurones WDR n’a été remarqué à la suite d’une neuropathie. On 

peut d’ores et déjà voir par nos résultats que, de manière générale, une lésion de nerf 

périphérique n’induit pas les mêmes changements des propriétés intrinsèques chez les mâles 

et les femelles. Il paraît donc important de disséquer les changements potentiels entre les 

deux sexes et potentiellement les différentes implications de P2X4 dans ces dernières.  

 

Nous savons qu’une neuropathie induit une augmentation de P2X4 à la surface des microglies. 

Lorsque P2X4 est d’ores et déjà à la surface des microglies, mais aussi d’autres cellules, nous 

observons que la neuropathie n’induit pas de diminution supplémentaire des seuils 

d’activation des neurones WDR par les fibres C qui étaient déjà abaissés. De plus, chez les 

femelles, nous n’observons pas de changements d’excitabilité, ni des capacités de 

sensibilisation centrale des neurones WDR. Au contraire, chez les mâles, nous avons remarqué 

que l’augmentation de P2X4 suivi d’une neuropathie diminue l’excitabilité des neurones WDR.  

 

Tout d’abord, le fait que le seuil ne diminue pas pourrait s’expliquer par le fait qu’il est déjà 

abaissé en condition basale. Cependant, la perte d’excitabilité en condition neuropathique est 

assez surprenante. Nous supposons que la trop grande augmentation de P2X4 à la surface 

causée par la délétion du motif d’internalisation et la neuropathie pourrait déclencher des 

mécanismes de rétrocontrôles permettant d’abaisser une trop grande excitabilité. De plus, si 

nous repartons du principe que les changements de seuil d’activation des neurones WDR par 

les fibres C dépendent du P2X4 microglial et que l’excitabilité des neurones WDR dépend du 

P2X4 neuronal, nous pouvons penser qu’une potentielle mort neuronale peut se produire.  

La différence d’excitabilité des neurones WDR entre les mâles et les femelles à la suite de 

l’augmentation à la surface de P2X4, chez les souris P2X4 KI, et de la neuropathie, pourrait 
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s’expliquer par le fait que le récepteur P2X4 microglial n’agirait pas de la même manière entre 

les deux sexes. 

 

Aussi, la délétion globale de P2X4 supprime la baisse du seuil d’activation des neurones WDR 

ainsi que l’augmentation de leur excitabilité chez les mâles. Cependant nous avons observé 

que la délétion spécifique de P2X4 dans les microglies, chez les souris CX3CR1-Cre P2X4 KO, 

supprime également l’abaissement des seuils d’activation des fibres C, mais pas l’excitabilité 

neuronale chez les mâles. Cela est en adéquation avec notre suggestion que le récepteur P2X4 

présent à la surface des microglies participerait seulement à la modification des seuils 

d’activations chez les mâles. Afin de confirmer nos hypothèses, sur l’implication différentielle 

du récepteur P2X4, selon sa localisation à la surface des neurones ou de la microglie, il serait 

intéressant de voir quels types de neurones sont impliqués et surtout si ce sont des neurones 

appartenant au système nerveux central ou périphérique. Par exemple quelle serait 

l’implication de P2X4 au niveau des neurones sensoriels des DRG.  

 

Aussi, nous ne devons pas oublier que nous avons regardé, dans ces expériences, que les 

propriétés électrophysiologiques des neurones WDR des couches profondes de la moelle 

épinière. En effet, d’autres neurones sont également impliqués dans la transmission 

nociceptive tels que les neurones WDR des couches superficielles de la CDME, mais aussi les 

neurones de projections nociceptifs spécifiques.  

 

 

V. P2X4 est nécessaire et suffisant au développement de la douleur 

inflammatoire 

 

La douleur inflammatoire est un autre type de douleur chronique, mais est plutôt considérée 

comme une douleur persistante. Le rôle du récepteur P2X4 dans la douleur neuropathique a 

été très étudié et ce par de nombreuses équipes de recherche différentes, cependant, 

seulement quelques articles ont montré l’implication de P2X4 dans la douleur inflammatoire. 

Ces études ont ainsi révélé que le récepteur P2X4 était nécessaire au développement de 

l’allodynie tactile en condition d’inflammation dites plutôt persistante, après injection de CFA 
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(Tsuda et al., 2009b). Aussi, il a été révélé que chez les mâles, contrairement à la douleur 

neuropathique, la douleur inflammatoire n’entrainait pas d’augmentation de P2X4 dans la 

CDME (Tsuda et al., 2003). De plus, les microglies de la CDME ne semblent pas présenter une 

augmentation de BDNF ni induire sa libération. Bien que le BDNF microglial ne soit pas 

impliqué dans la douleur inflammatoire, les mécanismes sous-jacents semblent communs 

avec la douleur neuropathique. En effet, les récepteurs TrkB sont pareillement activés et 

provoqueraient de la même manière une potentialisation glutamatergique et une 

désinhibition GABAergique  (Brenner et al., 2004; Lalisse et al., 2018; Renn et al., 2009; Zhang 

et al., 2008).  

 

Après l’injection unilatérale de CFA, nos résultats ont confirmé la nécessité de P2X4 dans le 

développement mais pas dans le maintien de cette dernière. De même, nous avons montré 

que le récepteur P2X4 était également nécessaire au développement de l’hypersensibilité 

thermique en condition inflammatoire. Nos résultats ont également révélé que 

l’augmentation de P2X4 à la surface des microglies et/ou des macrophages était suffisante au 

développement et au maintien de l’hyperalgésie inflammatoire. Ceci, de manière identique 

chez les mâles et les femelles. Lors de l’étude par immunohistochimie de l’expression de P2X4 

dans la moelle épinière, nous avons montré que l’inflammation n’engendrait ni une activation 

et une prolifération microgliale, ni une augmentation de l’expression de P2X4 à la surface des 

microglies. Nos résultats confirment que le récepteur P2X4 microglial n’est pas impliqué dans 

l’hyperalgésie inflammatoire.  

Notre modèle transgénique Cd11b-Cre P2X4 KI permet certes une augmentation de P2X4 à la 

surface des microglies mais également à la surface des macrophages. Or, nous savons que la 

présence de P2X4 dans les macrophages résidants dans la peau contribue à la sensibilisation 

des terminaisons nerveuses sensorielles périphériques et induit une allodynie mécanique, en 

condition inflammatoire (Ulmann et al., 2010). On peut alors supposer que, pour la douleur 

inflammatoire, P2X4 aurait un rôle principalement périphérique au niveau des macrophages.  

 

Aussi, nos résultats ont montré que l’inflammation induisait une augmentation de l’expression 

de P2X4 dans les DRG, chez les souris P2X4 WT. Or, la localisation cellulaire du récepteur dans 

les DRG reste imprécise, de par le faible espace intercellulaire (quelques nm) qui sépare les 

neurones des DRG et les cellules gliales satellites (CGS) qui les entourent. Cependant, nos 
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résultats comportementaux ont montré que l’augmentation de P2X4 spécifiquement à la 

surface des neurones, chez les souris Synapsin-Cre P2X4 KI n’était pas nécessaire pour induire 

une hyperalgésie en condition inflammatoire. On peut donc supposer que dans les DRG, le 

récepteur P2X4 serait augmenté à la surface des CGS où il participerait au développement de 

la douleur inflammatoire. 

 

Nous nous devons également d’être critique vis à vis de notre modèle de souris P2X4 KI et les 

modèles cellules spécifiques qui en découlent. En effet, les souris P2X4 KI et Cd11b-Cre P2X4 

KI présentent une déficience d’internalisation du récepteur P2X4 qui pourrait, par 

l’augmentation du récepteur à la surface des microglies, provoquer l’activation de la voie 

P2X4/BDNF/TrkB impliquée dans la douleur neuropathique et ainsi induire l’hyperalgésie 

observée en condition inflammatoire.  

Afin de comprendre l’implication périphérique ou centrale de P2X4 dans la douleur 

inflammatoire, nous pouvons envisager d’utiliser des modèles de souris transgéniques 

supprimant uniquement P2X4 dans la microglie (CX3CR1-Cre P2X4 KO) ou d’inhiber 

pharmacologiquement P2X4 à la périphérie ou directement dans la ME par injection 

intrathécale d’antagoniste spécifique. De plus, nous n’avons observé aucune différence de 

sensibilité entre les mâles et les femelles. Nous confirmons donc l’étude de Lalisse, qui 

observait également qu’il n’y avait pas de différences intersexuelles, et ce dépendamment de 

P2X4.      
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En conclusion, nos études ont permis d’approfondir nos connaissances de sur l’implication de 

P2X4 dans les douleurs chroniques neuropathiques et inflammatoires. Nous avons pu 

confirmer que le récepteur P2X4 était nécessaire pour le développement de ces deux types 

de douleurs et que son augmentation à la surface des microglies et/ou des macrophages 

suffisait pour induire une allodynie mécanique et une hypersensibilité thermique partielles ou 

totales. De plus, en ce qui concerne la douleur neuropathique, ces résultats comportementaux 

sont étroitement liés à une augmentation de la transmission nociceptive. En effet, le récepteur 

P2X4 est également nécessaire à l’augmentation de la sensibilité et l’excitabilité des neurones 

WDR des couches profondes de la moelle épinière en condition neuropathique. Cependant, 

de nombreuses questions restent ouvertes et devront être approfondies par la suite. Malgré 

ces nombreuses incertitudes, P2X4 reste une cible thérapeutique très intéressante afin de 

traiter les douleurs chroniques neuropathiques et inflammatoires. Le manque de traitements 

actuels, efficaces à long terme n’engendrant pas de grave dépendance est un problème dans 

notre système de santé actuel. Il est donc nécessaire de continuer la recherche sur le 

récepteur P2X4 qui pourrait se révéler être une cible thérapeutique potentielle et ainsi aider 

à soigner les douleurs chroniques neuropathiques et inflammatoires. 
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Titre : Implication du récepteur purinergique p2x4 microglial et neuronal dans les douleurs chroniques 
neuropathiques et inflammatoires 
Résumé : En condition physiologique, le récepteur P2X4 (P2X4) est constitutivement internalisé mais une 
augmentation de son trafic à la surface dans les neurones et/ou la glie a été observée dans diverses pathologies 
telle que la douleur chronique. Ceci suggère que les récepteurs P2X4 neuronaux et gliaux peuvent contribuer à 
des mécanismes distincts de pathogenèse. P2X4 joue un rôle clé dans la transduction sensorielle physiologique 
et pathologique. Il a été démontré que des altérations de la signalisation purinergique sont impliquées dans la 
douleur chronique avec un rôle clé pour les récepteurs P2X4 microgliaux dans la douleur neuropathique, mais 
pas dans la douleur inflammatoire. L'expression de P2X4 a également été rapportée dans les neurones sensoriels 
des ganglions de la racine dorsale au cours de conditions inflammatoires et neuropathiques ainsi que dans les 
cellules gliales satellites qui peuvent contribuer aux deux types de douleur. Par conséquent, l'implication 
neuronale vs gliale de P2X4 dans les douleurs neuropathiques et inflammatoires reste à être élucider et en 
particulier son rôle à la surface, ainsi que le dimorphisme sexuel. Dans ce contexte, nous avons développé et 
utilisé de nouveaux modèles de souris transgéniques dans lesquels P2X4 est augmenté à la surface soit dans 
toutes les cellules exprimant nativement P2X4 (souris P2X4 KI), soit dans des populations cellulaires spécifiques. 
Nous avons d'abord montré que P2X4 à la surface des microglies est suffisant pour augmenter les sensibilités 
mécaniques et thermiques et la transmission nociceptive à l'état basal, chez les souris mâles et femelles. Nous 
avons ensuite montré que P2X4 à la surface des microglies était nécessaire au développement et au maintien de 
la douleur neuropathique. Concernant la douleur inflammatoire, nos résultats indiquent que P2X4 à la surface 
des macrophages, mais pas des neurones et des microglies contribuent à son développement mais n'ont aucun 
effet sur son maintien. En conclusion, le développement de ces nouveaux modèles de souris transgéniques nous 
a permis de démêler l'implication complexe de P2X4 dans la douleur neuropathique et inflammatoire, chez les 
souris mâles et femelles. 
 

Mots clés : douleur, purinergique, neuropathie, inflammation, microglie, macrophages 
 

 

Title: Implication of neuronal versus glial purinergic receptor P2X4 in chronic neuropathic and 
inflammatory pain  
Abstract: In physiological conditions, P2X4 receptor (P2X4) is constitutively internalized but upregulation of 
surface P2X4 in neurons and/or glia has been observed in various pathophysiological contexts such as chronic 
pain. This is suggesting that neuronal and glial P2X4 may contribute to distinct mechanisms of pathogenesis. 
P2X4 is playing a key role in the physiological and pathological sensory transduction. Alterations of the purinergic 
signaling have been shown to be involved in chronic pain syndromes with a pivotal role for microglial P2X4 in 
neuropathic pain models but not in inflammatory pain models. P2X4 expression was also reported in dorsal root 
ganglia sensory neurons during neuropathic and chronic inflammatory conditions as well as in satellite glial cells 
that may contribute to both types of pain. Therefore, the neuronal vs. glial implication of P2X4 in neuropathic 
and inflammatory pain still needs to be unraveled and especially its role at the cell-surface level, as well as sexual 
dimorphism. In this context, we developed and used novel transgenic mice model in which P2X4 is increased at 
the cell surface level either in all cells expressing natively P2X4 (P2X4 KI mice) or in specific cell populations. First, 
we showed that higher surface microglial P2X4 is sufficient to increase mechanical and thermal sensitivities and 
the nociceptive transmission in basal state, in both male and female. We then showed that microglial P2X4 was 
necessary for the development and the maintenance of the chronic neuropathic pain. Regarding inflammatory 
pain, our results indicated that macrophages P2X4 but not neuronal and microglial P2X4 contribute to its 
development but have no effect in its maintenance. In conclusion, the development of these novel cell-specific 
transgenic mouse models allowed us to unravel the complex implication of P2X4 in neuropathic and 
inflammatory pain, in both male and female. 
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