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. INTRODUCTION




A. Partie 1 : Nociception et douleur: du codage a la réponse

comportementale

Pour revues intégrées = (Bonica, 1990; Millan, 1999)
1. Définition

En 2020, I'International Association for the Study of Pain révise pour la premiere fois la définition de

la douleur. Ainsi, la douleur anciennement décrite comme :

Une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a une lésion tissulaire réelle,

potentielle ou décrite en ces termes par le patient (1979).
Devient :

Une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a, ou ressemblant a celle associée

a, une lésion tissulaire réelle ou potentielle (Raja et al., 2020).

Cette révision et mise a jour de la définition douleur, c’est une tentative de donner un sens a la
douleur. On donne un nom et une définition a quelque chose que I'on connait. Pouvoir mettre des
mots sur un phénomene, c’est déja rassurant. Il est ainsi intéressant de noter a quel point le concept
de « douleur » a pu évoluer au cours du temps en parallele de notre compréhension de ses

mécanismes sous-jacents.

La douleur est une sensation et émotion complexe issue de I'intégration corticale de stimulations
potentiellement dangereuses pour l'organisme. La capacité d’un organisme a détecter des
stimulations menacant son intégrité est donc essentielle a sa survie et a son adaptation face a son
environnement. Souvent qualifiée de « sonnette d’alarme », la douleur a un réle utile de protection,
du moins lorsque celle-ci est aiglie et de courte durée (< trois mois). On parle également de douleur

physiologique.

A linverse, la douleur chronique, se distingue par une persistance pendant plus de trois mois, une
pharmaco-résistance aux traitements antalgiques classiques et est souvent accompagnée de
comorbidités psychiatriques débilitantes. Pouvant découler d’une Iésion tissulaire (douleur chronique
nociceptive), d'une atteinte du systéme nerveux (douleur neuropathique) ou d’une étiologie encore
aujourd’hui indéfinie (douleur nociplastique), elle est considérée depuis 2019 comme une maladie a
part entiére dans Classification Internationale des Maladies (CIM-11) de I'Organisation Mondiale de la

Santé.



La douleur, dans sa perception et son expression, est placée sous le contréle d’'un systéme nerveux
spécifique appelé systéme nociceptif (du latin nocere, « nuire » et captere « recevoir »). Il est
responsable de la détection et de I'encodage d’un grand nombre de stimulations internes (innervation
viscérale) et externes (innervation cutanée) comme la déformation mécanique, les changements
thermiques ou encore l'irritation par des produits chimiques. Cependant, si nociception et douleur
sont étroitement liées, elles peuvent étre dissociées : une douleur peut étre ressentie sans nociception

au préalable et inversement le systeme nociceptif peut étre activé sans I'apparition de douleur.

Figure 1 : Dissociation douleur et nociception (Dimsdale & Dantzer, 2007)

La photo de gauche est issue d’un cas clinique reporté par (Fisher et al., 1995) dans lequel un homme a reporté
ressentir une douleur immense apres étre tombé sur un clou qui a percé sa botte, nécessitant une sédation
dans la salle des urgences. Lorsque la botte a été retirée, il s’est avéré que le clou était miraculeusement passé
entres les doigts de pieds de cet homme.

La photo de droite vient d’un article de USA Today qui décrit un ouvrier du batiment qui s’est accidentellement
tiré dessus avec un pistolet un clou sans le remarquer. Il est allé consulté le dentiste 6 jours plus tard en se
plaignant d’une douleur au dents.

La douleur est classiquement identifiée selon ses différentes composantes i) la composante sensori-
discriminatrice qui encode un stimulus de forte intensité selon sa qualité, durée, localisation et
intensité (i.e nociception), ii) la composante affective sous-jacente a I'aspect émotionnel désagréable
de I'expérience douloureuse, iii) la composante cognitive qui référe a la mémorisation de I'expérience
et de I'importance qu’elle lui est donnée et enfin iv) la réponse comportementale en réponse a la

douleur, qui peut étre consciente ou inconsciente.

La prise en compte de ces différentes composantes est donc indispensable pour tenter d’établir une

définition exhaustive de la douleur, ainsi que dans les démarches qui visent a la traiter.



Category |
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Figure 2 : Classification des douleurs (Xiao et al., 2021)

Classification des douleurs et de leurs caractéristiques principales. La catégorie | est caractérisée par sa durée
(transitoire, aiglie, chronique/persistante). La catégorie Il est fondée sur la nature et fonction du stimulus
initiateur. La douleur physiologique est associée a un réle protecteur, est subdivisée en douleur physiologique
et nociceptive et est prise en charge par le systéeme nerveux périphérique (PNS). La douleur pathologique
inclut les douleurs inflammatoires, neuropathiques et cancéreuses, et est pris en charge a la fois par le PNS
est le systéeme nerveux central (CNS).

2. Les théories de la douleur
Depuis la naissance de la Civilisation, la douleur a fait I'objet d’un effort ubiquitaire pour la comprendre
et la contréler. La volonté de trouver une origine a cette affliction est d’un intérét majeur tout au long
de I'Histoire. En Ancienne Egypte, la douleur a une origine divine et spirituelle, en Ancienne Inde, la
douleur est une sensation universelle, inhérente a la vie qui prend naissance dans le coeur, en Chine,
c’est la perturbation des 14 méridiens ou coule I'énergie vitale qui provoque la maladie et la douleur.
En Gréce Antique déja, elle englobe la composante sensorielle, ol par exemple pour Aristote, la
douleur est la sensation de toucher exacerbée, ainsi qu’'une composante émotionnelle, une expérience

de I'ame qui réside dans le cceur (Bonica, 1990).




C’est Descartes au courant du 17 siécle qui défend I'idée que le siége des sensations et des capacités
motrice est le cerveau et non le coeur, et propose la théorie de « tubes nerveux » qui conduisent les

informations des tissus et de la peau jusqu’au cerveau.

Figure 3 : Concept des chemins de la douleur de Descartes (Descartes, 1664)

Illustration du chemin de la douleur. Le feu (A) est capable de stimuler les nerfs du pied (B) par I'intermédiaire
de « petit filets » (C) qui tire I'autre bout de la cloche (D) au niveau de I'entrée du pore (E). L’esprit (F) de
I'organisme et ensuite capable de commander les muscles du pied pour s’éloigner du feu.

a) Théorie de la spécificité

Dans la continuité du courant de pensée de Descartes, la Théorie de la Spécificité est formulée par
Moritz Schiff (Schiff, 1858). D’apres celle-ci, le systéeme sensoriel se spécifie selon les modalités
sensorielles. Ainsi, les récepteurs au chaud, au froid, sensibles aux agents chimiques, aux informations
tactiles et a la douleur sont individuellement identifiables et sont responsables de la transmission de
cette information au travers le systéme nerveux par des chemins spécifiques. La douleur, détectée par
un systéme spécialisé, est proportionnelle a I'intensité du stimulus qui I'a provoquée. Si cette théorie
est basée sur des observations physiologiques qui se sont avérées plus tard suite a des études
moléculaire et électrophysiologiques (existence de récepteurs thermiques dont certains sont
spécifiques, systeme nociceptif qui passe par une transmission des fibres spécialisées), elle n’est par
contre pas capable d’expliquer certains phénomenes, notamment le syndrome du « membre
fantdme » ol la douleur existe alors que le membre supposé la causer a été amputé. Ainsi, I'origine de

la douleur ne résiderait pas dans I’endroit |ésé, mais serait formée dans un autre endroit du corps.



b) Théorie des patrons de décharges

Vers la fin du 19°™¢ siécle, une autre théorie soutenue par Alfred Goldscheider, la Théorie des patrons
de décharges ou « Pattern Theory », émerge et propose qu’'un méme récepteur sensoriel pourrait
provoquer une sensation douloureuse ou non selon le profil de décharge émis par les neurones. Ce
profil changerait selon I'intensité, la durée ou simplement la répétition (i.e sommation temporelle) de
la stimulation. Par exemple, une stimulation chaude non douloureuse peut le devenir si elle est répétée
sur le méme champ récepteur (CR) provoquant ainsi une sensation de br(lure. Les mémes neurones
sont activés, mais la fréquence de décharge qui augmente change la nature de la sensation percue
(Moayedi & Davis, 2013). Cette théorie propose également que les récepteurs de la douleur ne sont
pas spécifiques mais partagés avec d’autres systemes. Par exemple le récepteur Transient Receptor
Potential Vanilloid de type 1 (TRPV1) est un acteur majeur de la détection du chaud nociceptif dont le

ligand naturel, la capsaicine, est responsable de la sensation de brilure provoquée par le piment.

La douleur serait donc un résultat non seulement de I'intensité de la stimulation mais également de la

sommation centrale des informations détectées par les fibres sensorielles (Marchand, 2020).

c) Théorie du portillon

En 1965, Melzack et Wall introduisent la théorie du portillon, ou « Gate Control Theory » qui
révolutionne la communauté de la recherche sur la douleur. Prenant appui sur les théories de
Spécificité et des « Pattern », ils suggérent que la couche Il de Rexed (Rexed, 1954), au sein de la
substance grise dorsale (i.e substantia gelatinosa) de la moelle épiniére, constitue une porte de
controle pour la transmission des informations nociceptives. L'activité électrique des fibres de gros
diametre AP fermerait I'entrée et bloquerait la transmission des informations nociceptives, a la

différence des fibres nociceptives de petit diamétre A8 et C qui I'ouvriraient.

Lorsque I'activité des fibres nociceptives de petit diametre prennent le dessus sur I'activité inhibitrice,
la « porte s’ouvre » et la transmission douloureuse est activée. lls introduisent également la notion de
contrdles descendants qui moduleraient I'activité de cette « porte de contréle » (Melzack & Wall,
1965). Selon cette théorie, la stimulation des fibres non nociceptives pourrait ainsi inhiber la
transmission nociceptive a I'entrée de la moelle épiniere et a été la base de développement de
plusieurs techniques a visée antalgique reposant sur la stimulation de voies non-nociceptives par
neurostimulation électrique transcutanée, ou par stimulation trans-cranienne a courant direct

(Marchand, 2020).
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Figure 4 : Les théories de la douleur (Moayedi & Davis, 2013)

Schéma des différentes théories de la douleur. (A) Théorie de la spécificité, avec la modalité nociceptive
encodée de maniéere séparée des sensations non nociceptives. (B) Théorie de I'intensité sans voies spécifiques
pour la nociception, basée uniquement sur des stimulations a bas et haut seuil d’activation. (C) La théorie des
patrons de décharge, ou les neurones sensoriels répondent a des stimulus d’intensité variable. La modalité et
localisation du stimulus sont encodées par la résultante de I'activité des neurones. (D) Théorie du portillon ou
les fibres sensorielles nociceptives et non nociceptives font synapse au niveau de la substance gélatineuse (SG)
de la ME. La stimulation des fibres A augmente I’activité inhibitrice sur les cellules de la SG et réduit I'activité

des cellules T recevant les informations nociceptives.



d) Les Contréles Inhibiteurs Diffus Nociceptifs

Dans la continuité de ces concepts, a la fin des années 60, Reynolds met en évidence la présence de
controles descendants précédemment théorisés. Sur animaux non anesthésiés, la stimulation
électrique de la Substance Grise Périaqueducale (SGPA) permet une anesthésie et analgésie suffisante
pour effectuer une laparotomie sans provoquer de reflexes nociceptifs (Reynolds, 1969). Cette
découverte ouvre la voie de la caractérisation des controles de la douleur, permettant de moduler

I'information nociceptive afférente.

Basé sur I'aphorisme d’Hypocrate en 450 av JC, « Si deux douleurs éclatent a la fois dans des lieux
différents, la plus forte obscurcit la plus faible » , Daniel LeBars introduit ainsi le concept des Controles
Inhibiteurs Diffus Nociceptifs (CIDN) en montrant que durant une stimulation nociceptive,
I"application d’une seconde stimulation de forte intensité sur un CR distant du premier bloque I'activité
initiale en recrutant des contréles inhibiteurs pour produire une hypoalgésie diffuse locale (Le Bars et

al., 1979)

e) La Pain Matrix

De nos jours, notre compréhension des mécanismes sous-jacents a la douleur ne cesse d’évoluer et
d’étre mise a jour. Parmi les énigmes encore insolubles, il y a la question de la neuromatrice de la
douleur ou « Pain Matrix ». Ce concept propose qu’il existe une « signature » spécifique de la douleur
au sein des structures du systeme nerveux central. Il vise par exemple a identifier les différentes
régions corticales et sous corticales impliquées dans l'intégration de la douleur. Initialement, la
neuromatrice n’est pas spécifique a la douleur mais décrit un réseau fonctionnel de neurones dans

tout le cerveau qui serait le substrat anatomique de « la sensation physique du Soi » (Melzack, 1990).

Le développement de techniques d’imagerie a plus tard permis I'identification de zones cérébrales
impliquées dans l'intégration des différentes composantes de la douleur (Marchand, 2020),
comprenant un grand nombre de structures décrites plus loin dans ce manuscrit. La définition exacte
de la « Pain Matrix » ne fait cependant pas consensus : pour certains la douleur serait la résultante
émergeante de son activation, pour d’autres, ses différentes structures seraient sub-spécialisées pour
chaque composante de la douleur ou par exemple les voies latérales sont responsables de la
composante sensori-discriminative tandis que les voies médiales prennent en charge la composante
émotionnelle et affective. De plus, si les structures cérébrales qui la composent sont indéniablement
impliquées dans l'intégration de la douleur, elles ne lui sont pas spécifiques (lannetti & Mouraux,

2010).



Les courants de pensées relatifs a la douleur et les tentatives de lui donner une définition évoluent
donc de concert avec les avancées biotechnologiques qui permettent d’affiner notre compréhension
des mécanismes sous-jacent a |'élaboration de la sensation et de I'émotion douloureuse. L'étude de
ces mécanismes et la compréhension des structures clés dans le processus douloureux est d’autant

plus importante quand ceux-ci dysfonctionnent, et que la douleur devient maladie.

3. Les neurones afférents primaires

En périphérie, les axones des neurones sensoriels ou « fibres afférentes primaires » (FAP), ou encore
« nocicepteurs », sont les premiers acteurs de la détection des stimulations potentiellement
dangereuses pour I’organisme. Décrites pour la premiére fois en 1903 par Sherrington (Sherrington,
1903), ces nocicepteurs sont caractérisés par un haut seuil d’activation nécessaire pour évoquer une
activité électrique apres stimulation des FAP ou des corps cellulaires. A I'exception du cartilage, de la
plevre viscérale, des poumons, du péricarde et du cerveau, ces fibres sensorielles innervent tous les
tissus et organes. Le systeme nociceptif étant remarquablement bien conservé au cours de I'évolution,
la morphologie des terminaisons nerveuses nociceptives sont comparables entre 'Homme et le
rongeur (Andrew & Greenspan, 1999).

Les neurones sensoriels, également dits « pseudo-unipolaires », dont le corps cellulaire se trouve dans
les ganglions rachidiens dorsaux (GRD), ont historiguement été classés selon leur propriétés
morphologiques (diameétre du corps cellulaire et de I'axone, myélinisation), selon des criteres
neurochimiques (expression de protéines spécifiques, neurotransmetteurs et neuropeptides produits,
sensibilité vis-a-vis de facteurs de croissance) ou encore selon leurs propriétés fonctionnelles (patrons
de décharge, excitabilité, vitesse de conduction, ...) dont la sensibilité aux stimulations mécaniques

(M), thermiques chaud (H, heat) ou froid (C, cold) et polymodales, ou chimiques.

a) Les fibres AB

Les fibres axonales issues des neurones sensoriels AB sont de gros diametre (5-12um) et fortement
myélinisées. Elles véhiculent les potentiels d’action (PA) avec une haute vitesse de conduction (30-
90m/s). A bas seuil d’activation, elles prennent en charge les informations non nociceptives.
Cependant, les études princeps qui se sont intéressées aux fibres nociceptives et a leur vitesse de
conduction révéelent tout de méme I'existence de fibre de types A répondant a des stimuli de forte
intensité dont la vitesse de conduction pourrait correspondre a des fibres AR (chez le chat 8% (Burgess
& Perl, 1967; Burgess et al., 1968) et 20 % chez le rat (Djouhri & Lawson, 2004)). La confusion découle
du fait que les vitesses de conduction des fibres AB les plus lentes chevauchent le spectre des vitesses

de conductions les plus hautes des fibres A§, sans possibilité claire de pouvoir différencier les deux. Il



est donc possible que le role des fibres A dans la transmission nociceptive a été sous-estimé (Djouhri
& Lawson, 2004).

Il est en effet notable que ces fibres sont soupconnées d’étre impliquées dans les allodynies (douleur
provoquée par un stimulus qui ne I'est pas en condition normale) mécaniques dans les cas de

pathologiques comme les douleurs neuropathiques suite a une sensibilisation centrale (Devor, 2006).

b) Les fibres A

Les fibres A sont moyennement myélinisées (diametre de 1 a 5um) et conduisent a la fois des
informations nociceptives et non nociceptives. De par leur rapide vitesse de conduction (12 a 40m/s),
ces fibres sont responsables de la détection et transmission de la douleur « rapide » ou la douleur
« premiére ». Ces fibres sont sensibles a toutes les modalités et sont distinguées en deux catégories
électrophysiologiques (Basbaum et al., 2009) :
- Lesfibres Ad de type I sont activées par des stimulations mécaniques, chimiques et thermiques
et possédent un seuil d’activation mécanique bas. Ces fibres sont responsables de la douleur
« rapide » mécanique. Si leur seuil thermique chaud est relativement haut (>50°C), suite a une
stimulation prolongée, les fibres vont devenir plus sensibles comme I'atteste la baisse de leur
seuil d’activation (autour de 47°C). Elles sont donc partiellement responsables de
I'hyperalgésie (sensation de douleur exacerbée) au chaud causée par une exposition
thermique prolongée.
- Les fibres Ab de type ll, a I'inverse, ont un seuil thermique chaud plus bas (43°C) ainsi qu’un

seuil mécanique élevé, et conduisent donc la douleur rapide chaude.

Les fibres A& sont majoritairement sensibles aux stimulations mécaniques et thermiques chaudes (A-
M, A-H et A-MH) mais certaines sont également répondantes au froid nociceptif (Dubin & Patapoutian,

2010).

c) Les fibres C

La majorité des petites fibres C amyéliniques (0.02-1.5um) transmettent des informations nociceptives
avec une faible vitesse de conduction (0.5-2m/s) et sont responsables de la sensation de douleur
« secondaire » ou douleur « lente ». Les fibres C les plus communes sont des fibres polymodales (C-
MH, C-MC, C-MHC), bien gu’il existe des fibres spécifiques pour la détection du chaud nociceptif (C-H,
10%). Il existe également une sous population de fibres normalement non répondantes aux
stimulations mécaniques et chaudes, dites « fibres silencieuses » (C-M;H:) qui deviennent excitables

dans le cas d’une lésion ou d’inflammation (Schmidt et al., 1995).




Les fibres C sont divisées en deux sous-catégories selon leurs propriétés neurochimiques (Snider &
McMahon, 1998): i) les fibres C peptidergiques qui produisent de la Substance P (SP) et le Calcitonin
Gene Related Peptide (CGRP), expriment le récepteur kinase A de la tropomyosine et qui répondent
au facteur de croissance nerveux (NGF, Nerve Growth Factor) (Verge et al., 1989) et ii) les fibres C non
peptidergiques caractérisées par leur expression de l'isolectine B4 (I1B4), expriment la neutrophine c-
Ret et le récepteur a du facteur de croissance dérivé des cellules gliales (GDNF) ainsi que le récepteur
purinergique P2X3 (Molliver et al., 1997).

Il est également intéressant de noter que, si par simplicité ou abus de langage, les fibres C sont
considérées comment étant toutes nociceptives, il existe tout de méme une sous population de ces
fibres (environ 10%) qui possedent un seuil mécanique d’activation bas, et sont impliquées dans le
toucher dit « plaisant » (Huzard et al., 2022)

D’anciennes études de marquages et d’électrophysiologie, estiment qu’environ 70% des neurones
situés dans les GRD sont des neurones de petits diamétres faiblement ou non myélinisés (i.e fibres A

ou C), et sont considérés comme des nocicepteurs (Davis et al., 2000).

CT CT

Figure 5 : Marquage de fibres C peptidergiques et non peptidergiques adapté de (Juif et al., 2016)
Marquage de neurones non peptidergiques (IB4) dans le GRD (A) et corne dorsale de la moelle épiniére (E)
de rats. Marquage de neurones peptidergiques (CGRP) dans les GRD (C) et corne dorsale de la moelle
épiniére (G) de rat.

4. La moelle épiniere : premier relais des informations nociceptives

Les afférences primaires provenant de la périphérie font synapse dans la substance grise de la corne
dorsale de de la moelle épiniere (CDME) selon une somatotopie spécifique dans de cas de I'innervation
cutanée. La CDME forme un réseau complexe d’intégration qui encore a ce jour reste mal défini, et

joue un réle essentiel dans I'intégration premiére des informations venant des FAP ainsi qu’un rdle de
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transmission de I'intégration via des neurones secondaires de projection qui envoient les informations
dans les régions supraspinales (Todd, 2010). Au sein de ce réseau, la balance inhibition/excitation est
cruciale au bon fonctionnement de I'intégration nociceptive qui donnera naissance, apres intégration

corticale, a la sensation douloureuse.

a) Organisation de la corne dorsale moelle épiniére

Chez I'homme comme chez le rongeur, la moelle épiniére est segmentée selon la partie du corps
innervée avec des segments cervicaux, thoraciques, lombaires et sacrés. Les corps cellulaires des
neurones forment la substance grise, reconnaissable en coupes histologiques transversales par la
forme caractéristique de papillon. Leurs axones forment la substance blanche. Les neurones situés
dans la partie dorsale recoivent les informations sensorielles tandis que les neurones de la partie
ventrale sont principalement les motoneurones qui innervent les muscles. Ces deux parties, bien que
fonctionnellement différentes, restent liées par des interneurones qui sont notamment responsables
des boucles de reflexes qui ne passent par les zones supraspinales pour déclencher une contraction

musculaire (i.e interneurones de Renshaw).

La substance grise est subdivisée en couches longitudinales décrites initialement chez le chat par Bror
Rexed (Rexed, 1954) en fonction des différents types de neurones identifiés. |l proposa un systeme de
classification de 10 couches numérotées de | a X encore utilisé a ce jour. La corne dorsale s’étend des
couches | a Vl et la corne ventrale comprend les couches VIl et a IX, avec la couche X située autour du

canal de I'épendyme.

11



Figure 6 : Les couches de Rexed de la moelle épiniéere adapté de (Todd, 2010)
Cette coupe histologique d’'un segment lombaire de rat. Les zones annotées en pointillé représentent les
délimitations des couches décrites par Rexed.

b) La nociception dans les couches de la corne dorsale de la moelle épiniere

Au sein de la moelle épiniere, deux types de neurones répondent aux stimulations nociceptives : i) les
neurones avec un haut seuil d’activation, normalement silencieux, ne répondant qu’aux stimulations
potentiellement dommageables pour I'organisme, dit nociceptif spécifique (NS) retrouvés en majorité
dans les couches superficielles | et Il et minoritairement dans la couche V et ii) des neurones spinaux
répondant a tous types de stimulations, a la fois nociceptives ou non, qualifiés de neurones « a large
bande passante » (Wide Dynamic Range, WDR), majoritairement situés dans la couche V mais
présents également dans les couches plus superficielles. La troisieme population neuronale retrouvée

dans la CDME sont les neurones non nociceptifs spécifiques (NON-S) (Mendell, 1966; Millan, 1999).

La couche | est une couche tres fine qui recoit des afférences directes des fibres nociceptives A et C
peptidergiques. Morphologiquement, trois types de cellules y sont retrouvées : des cellules fusiformes,
multipolaires et pyramidales (Zhang & Craig, 1997). Ces types neuronaux morphologiques sont corrélés
aux différentes sous-populations neuronales fonctionnelles, a savoir les neurones répondant a des

stimulations nociceptives (i.e neurones NS fusiformes), des neurones répondant au froid (neurones
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COLD pyramidaux) et des neurones multimodaux répondant a la fois au chaud, au froid et a des
stimulations mécaniques de forte intensité (neurones HPC pour Heat-Pinch-Cold, neurones
multipolaires). Ces neurones différent également par leur vitesse de conduction (Han et al., 1998).
Environ la moitié des neurones de la couche | expriment le récepteur a la neurokinine 1 (NK1R), cible
principale de la SP libérée lors de la transmission nociceptive, et 6% de ces neurones sont considérés
comme étant des neurones de projection vers le tractus spinothalamique (Polgar et al., 2008). Les
autres neurones sont des interneurones dont I'arbre dendritique s’étend ventralement dans la couche

Il voire méme parfois jusque dans les couches V/VI.

La couche I, également appelée substance gélatineuse de Rolando, est subdivisée en deux parties : la
couche Il externe (lle, située plus dorsalement) et interne (lli, située plus ventralement). Elle recoit
des afférences des fibres C non peptidergiques. Quatre types neuronaux composent cette couche. Les
neurones en filots sont des interneurones inhibiteurs libérant de I'acide y-aminobutyrique (GABA)
principalement localisés dans la couche Ili avec une arborisation dendritique rostrocaudale étendue.
Les neurones centraux, également dans la couche lle, ont une arborisation rostrocaudale plus courte
et peuvent étre a la fois inhibiteurs ou excitateurs. Les neurones radiaux se trouvent au niveaux des
deux zones de la couche Il et possédent une arborisation en étoile avec une transmission a la fois
inhibitrice et excitatrice. Enfin, les neurones verticaux ont leurs corps cellulaires dans la couche lle
avec une arborisation dorsoventrale, pouvant méme atteindre les couches supérieures et inférieures,
et présentent une transmission excitatrice glutamatergique (Maxwell et al., 2007; Todd, 2010). Cette
couche d’interneurones est une zone cruciale dans la transmission nociceptive avec un réle
d’intégration et de modulation de I'information provenant des FAP périphériques (Lorenzo et al.,

2008).

Les couches IllI-IV recoivent des afférences des fibres AB et ont donc été historiquement classifiées
comme des couches traitant les informations non-nociceptives. Cependant, il a été démontré que pres
de la moitié des neurones de cette couche ont un réle dans le traitement de stimulations nociceptives.
Suite a une application de capsaicine sur la moelle épiniere, les neurones de la couche Il recrutent des
neurones des couches inférieures llI-V, et la couche V exerce un rétrocontréle négatif sur la couche llI-
IV via une augmentation de la transmission inhibitrice (Petitjean et al., 2012; Seibt & Schlichter, 2015).
Parallelement, les neurones des couches llI-1V recevant des informations non-nociceptives contactent
des neurones la couche Il. Cette voie, en situation basale, est inhibée de maniére tonique par des
interneurones locaux. En situation pathologique, cette inhibition est levée et participerait au

développement d’allodynies mécaniques (Hugel et al., 2022).
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Les couches V/VI contiennent une sous population de neurones WDR a gros diamétre exprimant NK1R

dont 25% sont des neurones de projection (Juif et al., 2013). Cette couche regoit des informations non-

nociceptives des fibres AB et A5, des informations nociceptives directement des fibres Ad ainsi que des

projections des informations des fibres C provenant des couches superficielles | et Il. Cette couche

recoit également une grande proportion d’informations viscérales, notamment des informations

nociceptives via la libération de SP (Sharkey et al., 1987)
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Figure 7 : Organisation des projections cutanées dans la corne dorsale de la moelle épiniere

(Millan, 1999)

Schéma représentant de maniere qualitative I'innervation des FAP dans les différentes couches de la CDME.

L’acteur principal au coeur de mon travail de thése a donc été le neurone spinal WDR, receveur

d’informations non nociceptives et nociceptives dans la couche V de la CDME.
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c) La places des neurones WDR des couches profondes dans I'intégration

de I'information nociceptive

Recevant des informations de tous les types de fibres sensorielles (AB, Ad et C) ainsi que des
projections des controles descendants, les neurones WDR ont une place centrale dans I'intégration et

la modulation de I'information nociceptive au sein de la moelle épiniére.

lls présentent des CR excitateurs plus élargis que ceux des neurones NS, avec un gradient de
sensibilité : une stimulation trés légére au centre du CR provoque une forte activation tandis qu’en
périphérie du centre, il faut des stimulations plus fortes pour I'activer (Menetrey et al., 1977). De
maniere notable, leurs CR se chevauchent et ainsi, une unique stimulation peut activer plusieurs
neurones WDR a la fois. lls possedent également des CR inhibiteurs proximaux aux CR excitateurs qui

induisent la diminution ou I'arrét d’activité des neurones WDR adjacents (Le Bars & Cadden, 2010).

Une unique stimulation peut donc provoquer excitation et I'inhibition concomitante d’une population
de neurones WDR qui innervent une méme région du corps, et c’est la résultante de I’activité de ce

réseau qui donnera lieu a la transmission d’une information nociceptive ou non.

Cutaneous field:
- excitatory field (EF)
- inhibitory field (IF) o |_

Ajifibers
/ AL & CTlbers
Muscular field |

Figure 8 : Schéma de I'innervation théorique des neurones WDR (Le Bars & Cadden, 2010)

La partie innervée de la peau présente un CR excitateur (EF) et inhibiteur (IF). Le centre de I'EF est activé par
des stimulations non nociceptive (bleu) et nociceptive (rouge). La périphérie de I'EF est iniquement activée par
des stimulations nociceptives. L'IF est majoritairement activé par des stimulations non nociceptives. Le
neurone en question regoit une convergence d’information excitatrice (+) et inhibitrice (-) provenant de la
peau, des visceres et des muscles. Les histogrammes représentent I'activité du neurones lorsque des
stimulations non nociceptives et nociceptives mécaniques et thermiques sont appliquées au centre de son CR.



Dans une étude électrophysiologique caractérisant le profil de décharge des neurones NS superficiels
et des neurones WDR profonds, Coghill et collaborateurs décrivent une différence de codage des
informations nociceptives par ces deux populations de neurones. Lors d’une stimulation thermique
chaude nociceptive prolongée (45 minutes), les neurones WDR ne présentent pas d’adaptation
contrairement aux neurones NS (i.e diminution de d’activité aprés 2 minutes) et continuent d’émettre
des PA tout le long de la stimulation (Coghill et al., 1993). De plus, ils sont capables d’encoder I'intensité
de stimuli douloureux thermiques plus précisément que les neurones NS, et ce de maniere corrélée

aux seuils de détections comportementaux chez des singes vigiles (Maixner et al., 1986).

Similairement, chez ’'Homme, les scores d’évaluation de l'intensité de la douleur et du caractere
aversif de la douleur ne sont pas adaptatifs lors d’'une stimulation prolongée, avec une expression de
douleur pendant une période ou les neurones NS ne sont plus actifs, mais ol les neurones WDR le
sont. Ces résultats sous-tendent que leur activité seule est nécessaire et suffisante pour transduire la

composante sensori-discriminative et affective de la douleur (Coghill et al., 1993).

Une propriété intéressante de ces neurones est leur capacité a reproduire fidelement I’activité des FAP
dont ils recoivent les projections directes (fibres AR et AS) ou indirectes (fibres C). L’analyse de la
latence des PA émis par un neurone WDR suite a une dépolarisation électrique périphérique permet
de discriminer avec précision I'activité de ces différentes fibres. Ces neurones sont également capables
de reproduire le phénomene de « wind-up », propriété électrophysiologique spécifique des fibres C:
suite a une activation répétée de ces fibres, leur fréquence de décharge va progressivement
augmenter au cours du temps. Ce phénomene est notamment impliqué dans la sensibilisation centrale
(i.e lI'augmentation de I’excitabilité des neurones de la moelle épiniére) dans des situations
pathologiques, qui résultent en des décharges spontanées, une augmentation de la taille des CR et une

activité exacerbée des FAP (Li et al., 1999).

Il est estimé que 25% des neurones WDR situés dans les couches profondes de ma CDME sont a

projection supraspinale (Juif et al., 2013).
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Figure 9 : lllustration de la réponse d’un neurone WDR en réponse a des stimulations électriques (Melchior, non publié)
Exemple de trace électrophysiologique et de représentation en histogramme du nombre de potentiel d’action suite a une stimulation
unique (a) électrique nociceptive permettant la distinction des informations transmises par les fibres AB, A et C au neurone WDR, et
d’une stimulation répétée (b) avec un exemple de trace électrophysiologique et de la représentation graphique des décharges de
chaque fibre en fonction du temps. Un phénomene de « wind-up » est observé chez les fibres C mais pas chez les fibres A

5. Intégration sous corticale et corticale

Les neurones spinaux de projection empruntent différentes voies ascendantes telles que i) le tractus
spinothalamique (ou the ganglion trigeminal pour I'innervation faciale), voie ascendante principale
des informations nociceptives, ii) le tractus spinoreticulaire, iii) le tractus spino-parabrachio
amygdaloide et iv) en moindre mesure, le tractus spinomesencéphalique (Bonica, 1990), pour faire
synapse dans un grand nombre de régions cérébrales ou aura lieu I'intégration des informations, puis
la mise en place d’'une réponse comportementale adaptée et de contrbles descendants endogenes de
la douleur. Ces zones sont parfois référées comme « la neuromatrice de la douleur » ou « Pain

Matrix ».

Les neurones de la formation réticulée, notamment dans le noyaux gigantocellulaire, montrent une
importante activité suite a des stimulations mécaniques, thermiques ou chimiques nociceptives avec
des champs périphériques tres larges allant méme jusqu’a la moitié du corps (Casey, 1980). IIs jouent

un réle dans I'aspect affectif et motivationnel a s’échapper a un stimulus douloureux.

Le noyau gigantocellulaire bulbaire et la SGPA relayent les informations nociceptives aux centres

émotionnels ainsi que les centres qui mettent en place la réponse comportementale adaptative.

Le noyau accubens qui recoit des projections dopaminergiques de I'aire tegmentale ventrale joue un
role proéminent dans la composante motivationnelle de la douleur. L'application de stimulations

nociceptives réduit I'activité dopaminergique dans ces régions, et impacte le systeme de récompense
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des comportements motivés. L'innervation GABAergique de ces régions par les noyaux de la base est

donc une voie modulatrice la réponse comportementale de la douleur (Markovic et al., 2021).

Une grande cible des neurones de projection des souches | et V de la CDME est le noyau postéro-
ventro-latéral du thalamus (PVL), qui lui-méme projette dans les cortex somatosensoriels Sl et SlI, et
le noyau ventro-postéro-médial (PVM). Ces deux noyaux intégrent la composante sensori-
discriminative de la douleur. Un groupe de neurones thalamiques dans la zone ventro-médial
postérieur (VMPo) ont également un réle d’intégration de la douleur, démontré par des expériences
chez le chat, singe et chez ’'homme (Bonica, 1990). Avec les noyaux intralaminaires, Le VMPo est
impliqué dans l'intégration émotionnelle de la douleur (Ab Aziz & Ahmad, 2006). Ces noyaux sont
organisés de maniere somatotopique et certains neurones, notamment dans le PVL sont spécifiques a

une seule modalité de stimulation.

L’hypothalamus recoit des projections du faisceau spino-hypothalamique et du faisceau spino-
parabrachio-hypothalamique impliqué dans la réponse végétative a la douleur, dans la réponse
émotionnelle et la mise en place d’'un comportement motivé. Les cellules hypothalamiques répondent

a la fois a des informations somatiques et viscérales sans organisation spatiale ou modalité spécifique.

L’hippocampe a depuis longtemps été reconnu comme élément central des processus cognitifs sous-
tendant I'apprentissage et la mémoire. Un nombre grandissant de données place également cette
région dans le circuit de la douleur. Chez I'animal comme chez 'Homme, la stimulation de
I’hippocampe induit un effet pronociceptif aversif, et des études ont montré que I'application d‘une
stimulation nociceptive module I'activité neuronale dans I’hippocampe. Son rble précis dans

I'intégration de la douleur reste encore sous investigation. (Liu & Chen, 2009).

L’amygdale, recoit des projections des neurones de la couche | via le relais du noyau parabrachial et
integre les composantes affectives et émotionnelles de la douleur en lui donnant notamment sa

valence aversive (Allen et al., 2021).

Le cortex cingulaire antérieur (CCA) recoit des projections des noyaux thalamiques médians, et est
une région corticale impliquée dans un grand nombre de processus cognitifs (processus attentionnel
et détection d’erreurs, récompense liée a I'anticipation et I'accomplissement d’une tache, attraction
sexuelle...). 'ACC joue un réle majeur dans la composante affective de la douleur, a la fois en situation
physiologique et pathologique (Bliss et al., 2016; Xiao et al., 2021). L’ACC exerce également un double
role facilitateur (Chen et al., 2018) et inhibiteur (Ma et al., 2011) dans la transmission nociceptive

spinale.
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Le cortex insulaire antérieur est une région impliquée dans la composante cognitive et émotionnelle
de la douleur. Elle est capable de produire une sensation de douleur lorsque stimulée, et des Iésions

de cette région induisent des altérations de la sensation douloureuse (Labrakakis, 2023).

Le cortex préfrontal (CPF), outre son role dans les fonctions exécutrices, recgoit des informations de la
SPGA, du thalamus, de I'amygdale et des noyaux basaux. Il joue un double réle a la fois inhibiteur de
la douleur via ses connections a la SPGA, et participe également a la chronicisation de la douleur dans

des cas pathologiques (Ong et al., 2019).

Les cortex somatosensoriels (Sl et Sll) jouent quant a eux un réle évident dans la sensoridiscrimination

des informations douloureuses selon I’hnomonculus cortical de Penfield (Cazala et al., 2015).

6. Controles descendants

L'intégration des messages nociceptifs au niveau cortical permet a la sensation douloureuse de naitre.
Parallelement, I'aspect désagréable de la douleur est codé par des aires spécialisées (insula, ACC,
amydgale, certaines régions thalamiques...). Dans des boucles réflexes sur le trajet ascendant de la
nociception et aprés intégration corticale, une réponse comportementale adaptative est mise en
forme. Cette réponse va également étre régulée par des controles descendants issus de I'encéphale et
du tronc cérébral. Ces contrdles sont facilitateurs ou inhibiteurs sur I'intégration des messages

nociceptifs et la réponse physiologique a la douleur.

La SGPA est une structure treés importante parmi les contréles descendants. Les neurones qui la
composent expriment de nombreux récepteurs aux opioides endogénes (endorphines, enképhalines,
dynorphines, nociceptines/orphanines P/Q) et elle est donc une cible majeure des traitements aux
opiacés. Elle est également un centre de relais vers des structures intégratrices qui elles-mémes

projettent et régulent les réseaux nociceptifs de la moelle épiniere.

La SGPA joue un réle inhibiteur analgésique endogéne via des projections spinales passant par le
funiculus latéral dorsal, contactant les neurones sérotoninergiques du noyau raphé magnus qui
projettent vers les neurones inhibiteurs spinaux de la couche Il. Ces neurones inhibent de maniere
présynaptique la libération de SP par les fibres Ad et C, empéchant ainsi I'activation des neurones
spinaux de second ordre et coupent court a la transmission nociceptive (Basbaum & Fields, 1984).
Cependant, en cas pathologique comme dans la douleur chronique, cette voie normalement inhibitrice
peut devenir excitatrice et proalgésique (Aby et al., 2022). Comme mentionné précédemment, la
stimulation électrique seule de la SGPA engendre une analgésie suffisante pour effectuer une

laparotomie sur animal non anesthésié, prouvant la puissance de ces contrbles descendants
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endogenes (Reynolds, 1969). Le noyau du raphé magnus est notamment impliqué dans le

développement d’hyperalgésie secondaire suite a une lésion tissulaire (Zhuo & Gebhart, 1997)

La medulla rostroventrale (RVM), également placée sous contréle de la SGPA, joue un double réle
inhibiteur et facilitateur dans la transmission nociceptive (Urban & Gebhart, 1999). Trois types de
neurones ont été caractérisés selon leur réponse a des stimulations nociceptives: a) les neurones ‘OFF’,
a effet inhibiteur, sont actifs a I'état basal (i.e. produisent des PA sans douleur) et deviennent
« silencieux » lorsqu’une stimulation nociceptive est appliquée en périphérie. Leur activation
neurochimique par les opioides produit en un effet antinociceptif ; b) les neurones ‘ON’ s’activent a la
suite d’une stimulation nociceptive, et ceci, juste avant I'apparition d’un réflexe nociceptif. lls ont donc
un role excitateur sur la réponse douloureuse ; et c) les neurones « neutres » qui ne présentent pas de

modification de leur activité en réponse aux stimulations nociceptives.

Les noyaux hypothalamiques participent a la modulation de I'information nociceptive. Le noyau pré-
optique a un grand nombre de projections vers la SPGA et la RVM qui résulte en une inhibition des
neurones nociceptifs spinaux (Millan, 2002). Parallelement, le noyau paraventriculaire contacte
directement la CDME et I'activité des neurones ocytocinergiques (OT) exerce une action inhibitrice via

la modulation de la transmission GABAergique (Breton et al., 2008).

Le noyau parabrachial (PB) joue un role intégrateur dans les composantes émotionnelles et cognitives
de la douleur. Il recoit des informations (notamment des informations viscérales) de moelle épiniere,
et projette en retour vers le noyau du tractus solitaire (NTS), la RVM et dans la couche superficielle de
la CDME. La stimulation du PB inhibe I'activité des neurones spinaux en réponse a des stimulations

nociceptives et non nociceptives (Millan, 2002).

Le NTS recoit des afférences du nerf vagal et est impliqué dans l'intégration des informations
nociceptives viscérales. A l'instar du PB, il a un réle d’interface entre le systeme autonome et
somatosensoriel. Connecté a la SPGA et par I’hypothalamus, le NTS projette directement vers la COME

et sa stimulation résulte en un effet antinociceptif (Millan, 2002).

Le Locus Coeruleus, coeur de la transmission noradrénergique du systéme nerveux, recoit des
afférences de la moelle épiniere et projette vers un certain nombre de régions cérébrales impliquées
dans la douleur (thalamus, amygdale, CPF). Il exerce un réle inhibiteur antinociceptif via des
projections directes noradrénergiques dans la CDME avec effet analgésique de par I'activation des

récepteurs adrénergiques spinaux a2 (Jones & Gebhart, 1986; Suarez-Pereira et al., 2022).
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Mis en évidence par Daniel LeBars (Le Bars et al., 1979), les CIDN provoquent un effet antinociceptif
local suite a I'application d’'un second stimulus nociceptif sur CR distant du premier CR stimulé, via
I'inhibition de I'activité des neurones secondaires spinaux. lls impliquent des composantes
sérotoninergiques, monoaminergiques (Bannister et al., 2017) et opioidergiques (Patel & Dickenson,
2020). Les CIDN, démontrés chez I'animal, sont également présents chez 'Homme. lls ont pris le nom
de CPM (pour Conditionned Pain Modulation). Chez le rongeur comme chez ’lhomme, les CIDN/CPM
peuvent étre altérés et déficients en cas pathologique comme les douleurs neuropathiques (Bannister

& Dickenson, 2017).

Processus de contréle central

(Contréle cognitif)

Systeme inhibiteur
descendant
F Y F Y . .
Mécanismes

Col.

Dorsale Systeme motivationnel- moteurs

Voies ascendantes affectif i N
mediales
¥ ¥ (Moniteur central d’inter|sité) (Systeme d’actions)

A A

h 4

A A A

NP Systeme sensori-
Voies ascendantes d iscrimi natif

CDME latérales

(Analyse spatio-temporelle)

Figure 10 : Schéma conceptuel de I'intégration corticale adapté de (Bonica, 1990)

Les neurones de projection de la CDME (NP) projettent vers les régions intégratrices de la composante sensori-
discriminatrice de la douleur via les voies ascendante latérales, et vers les régions émotionnelles et affectives
via les voies médiales. Ces deux systemes communiquent I'un avec l'autre. Les projections dorsolatérales
arrivent au centres de processus de controles centraux via la colonne dorsale. En retour, ces centres contactent
la CDME, ainsi que les systemes motivationnels affectifs et sensori-discriminatif. Parallelement, le systeme
inhibiteur descendant module I'activité au niveau de la CDME. La résultante de l'activité de ce réseau
interconnecté agit ensuite sur le systeme moteur.
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Figure 11 : Schéma de I'intégration corticale (Schweinhardt & Bushnell, 2010)

(A) Schéma des voies ascendantes de la douleur et des différentes régions supraspinales impliquées son
intégration (B).

PB : noyau parabrachial, PAG : substance grise périaqueducale, HT : hypothalamus, Amyg : amygdale, BG :
ganglions basaux, S2 : cortex somatosensorielle secondaire, PFC : cortex préfrontal, ACC : cortex cingulaire
antérieur, PCC : cortex cingulaire postérieur, SMA : cortex moteur associée, M1 : cortex moteur primaire, S1 :
cortex somaosensoriel primaire, PPC : cortex parétial posétieur

Derriére le mot « douleur », nous voyons qu’il y a un processus complexe qui pourra rendre compte
de la sensation percue (localisation, intensité, durée, modalité), de I'émotion produite, de I'encodage
cognitif (mémoire, attention, catastrophisme) et bien évidemment de la diversité des réponses

comportementales et motrices observées.

Les études sur la douleur chez 'Homme reposent principalement sur une auto-évaluation subjective
de la douleur via des échelles et questionnaires remplis par les patients, mais restent limitées quant
au décryptage des mécanismes sous-jacents a la douleur, ou I'existence de biomarqueurs objectifs et
universels (Mogil, 2009). C’est pourquoi la recherche, depuis des décennies, s’appuie sur des études

précliniques utilisant des modeles animaux.
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B. Partie 2 : Evaluation comportementale de la nociception et de la

douleur chez I'animal
Pour revues intégrées - (Barrot, 2012; Modi et al., 2023)

Dans le cadre d’études précliniques chez I'animal, il est important de distinguer nociception et

douleur.

Chez 'Homme, la douleur est mesurée et quantifiée selon I'expression subjective des patients,
verbalement, a I'aide d’échelles visuelles (score), de questionnaires ou encore par un examen clinique.
Cette évaluation étant difficile chez I'animal, les études comportementales précliniques portent
souvent sur I'analyse des mécanismes de nociception produisant des réflexes d’évitement vis-a-vis de
stimulations nociceptives. Ces reflexes permettent de mesurer différents paramétres comme le temps
de latence jusqu’a I'apparition d’'un comportement aversif, le seuil (en gramme, en température, en
pH) nécessaire pour provoquer un évitement ou encore le score associé a ces comportements

spécifiques, lié a une intensité de stimulation (Barrot, 2012).

1. Les tests nociceptifs
a) Mécanique
Utilisé en clinique humaine, le test des filaments de von Frey est largement utilisé chez les souris
autant que chez les rats. Les filaments de nylon de 5 cm dont I'extrémité est plate sont appliqués sur
le CR a stimuler. Généralement, ce test est utilisé sur la face plantaire des pattes arriéres afin d’évaluer
le seuil mécanique général de I'animal, mais il peut étre utilisé pour évaluer la sensibilité dans des
régions spécifiques, par exemple sur 'abdomen aprés une laparotomie (Charlet et al., 2011). Les
diametres des filaments sont tels que, lorsque que le filament est appliqué jusqu’a avoir une légere
courbure, la pression exercée est calibrée de maniere précise (de 0.008 g a 300 g). Si le comportement
du retrait de la patte découle de I'activation du systeme nociceptif ou simplement une réponse réflexe
a une sensation sensorielle désagréable reste sujet a débat étant donné que ce réflexe moteur peut
étre provoqué par des stimulations non-nociceptives. Cependant, ce test reste tres efficace dans des
modeles de douleur pour mettre en évidence des hypersensibilités mécaniques ou I'application d’un
filament typiquement non-nociceptif provoque une réaction de retrait (i.e allodynie) (Barrot, 2012).
Aprés une habituation des animaux au dispositif, le test de von Frey donne des résultats stables et
permet de différencier les pattes droites et gauches des animaux, ce qui présente un avantage lors

de l'utilisation de modeéle animaux de douleurs avec des lésions ou inflammations unilatérales.

Etant une procédure dépendante du protocole utilisé, ou tout simplement de I'expérimentateur, les
données publiées dans la littérature présentent une forte variabilité, avec un seuil mécanique chez la

souris naive allant de 0.3g a 10g (Barrot, 2012). Afin de limiter ces biais, une version automatisée de
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ce test a été développée (Vivancos et al., 2004). Ce test utilise un filament unique qui ne se courbe pas

et la force appliquée est mesurée par une jauge de contrainte calibrée pour une valeur en gramme.

Chez le rat, le test de Randall-Selitto (Randall & Selitto, 1957) consiste a placer la patte arriére de
I’animal sur une surface plate fixe avec une pointe mobile qui est appliquée progressivement avec un
systeme de contrepoids, jusqu’a I'apparition d’un comportement nociceptif (retrait de la patte ou
vocalisation). Si ce test produit des résultats stables et reproductibles, il requiert une expertise de
I’expérimentateur ainsi qu’un certain nombre animaux (Barrot, 2012). De plus, le rat est placé dans
une position verticale non naturelle et doit étre restreint par le manipulateur, ce qui requiert une

longue période d’habituation de I’'animal a la procédure.

Une alternative a ce test est celui de la pince calibrée (Luis-Delgado et al., 2006). L’animal est
légérement maintenu dans une position naturelle avec un chiffon qui lui couvre les yeux pour limiter
le stress induit par des stimulations extérieures. La patte arriere de I'animal est pincée a I'aide d’un
forceps et la pression exercée est mesurée par le dispositif. Lorsque I'animal présente un réflexe
nociceptif (généralement retrait de la patte), la pince est retirée et la pression mesurée est considéré
comme le seuil nociceptif mécanique. Cette mesure est répétée trois fois sur les deux pattes, et permet
d’obtenir une moyenne générale de seuil mécanique. Si la pression n’est pas automatisée et
dépendante de I'expérimentateur, ce test permet des mesures rapides, requérant peu d’habituation

et est une procédure peu stressante pour les animaux.

L*!P‘&

(a) Test de von Frey (b) von Frey électrique

h S

(c) Test de Randall-Siletto (d) Test de la pince calibrée

Figure 12 : Tests nociceptifs mécaniques

Représentation schématique des tests nociceptifs mécaniques des filaments de von Frey (a), von Frey
électrique (b), test de Randall-Selitto (c) et test de la pince calibrée (d). Images de Biorender.com et
Mindthegraph.com
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b) Thermique chaud

La chaleur est produite par un transfert d’énergie qui s’effectue hors d’un équilibre thermodynamique.

On distingue trois types de transfert thermique :

- Conduction : provoquée par la différence de température dans un méme milieu, ou entre
deux milieux sans déplacement global de matiére.

- Convection : provoquée par la différence de température entre une surface et un fluide mobile
a son contact, ou le déplacement de chaleur un sein d’un méme fluide.

- Le rayonnement, ou chaleur radiante, provoqué par |'agitation de photons.

Ainsi, les propriétés des tests nociceptifs thermiques chauds vont dépendre du type de transfert de
chaleur utilisée. Un autre élément a prendre en compte sera l'intensité (de température ou de durée

d’exposition) choisie afin de ne pas provoquer de dommages tissulaires chez I’animal.

L'un des premiers tests nociceptifs thermiques développé par D’Amour et Smith, le test d’immersion
de la queue ou « tail flick » (D'Amour & Smith, 1941) consiste a plonger la queue d’un animal dans de
I’eau chaude a température contrdlée (> a 42°C). Une variante utilise une source de chaleur radiante.
La latence de retrait de la queue est considérée comme la valeur de seuil nociceptif au chaud. Ce test,
tres sensible aux opioides, repose largement sur les réseaux spinaux mais reste influencé par les
centres supraspinaux (Millan, 2002). L’'un des inconvénients de ce test est que I"animal doit étre

restreint.

Le test de la plaque chaude est largement répandu et utilisé dans le milieu de la recherche animal.
L’animal est placé sur une plaque a température fixe (Woolfe & Macdonald, 1944; O'Callaghan &
Holtzman, 1975) ou dynamique (Hunskaar et al., 1986; Yalcin et al., 2009). La latence d’apparition d’un
réflexe nociceptif (retrait de la patte, saut, vocalisation) est considérée comme la valeur de seuil
thermique au chaud. Ce réflexe est placé sous modulation supraspinale. Si ce test est simple et rapide
(pas d’habituation), il sera influencé par la structure métallique de la plaque. Si Iutilisation de mesures
répétées ne cause pas d’'inflammation (Gunn et al., 2011), cela peut mener a un apprentissage ou

anticipation chez les animaux qui cause un biais dans les résultats (Barrot, 2012).

The test de Hargreaves, communément appelé test du Plantar®, utilise une source de chaleur radiante
pour chauffer la surface plantaire des pattes (Hargreaves et al., 1988). Les animaux sont placés sur un
support transparent conduisant la chaleur, la source de chaleur est placée sous la patte a tester et un
chronometre automatique est déclenché. Lorsque I'animal retire sa patte du faisceau, la latence de
retrait est utilisée comme seuil nociceptif. Le test est réitéré plusieurs fois afin de moyenner les

latences obtenues. Ce test requiert une habituation des animaux au dispositif, mais permet de tester
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plusieurs animaux a la fois et de tester les différentes pattes de maniére indépendante. Ce
comportement est également d’origine supraspinale. Il présente néanmoins quelques limitations a
prendre en compte dont la température exacte du faisceau de chaleur radiante qui n’est pas connu

(Modi et al., 2023)
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(a) Test du « tail flick » a (b) Test de la plague chaude

.,l.lll.

(c) Test de Hargreaves

Figure 13 : Tests nociceptifs thermique au chaud
Représentation schématique des tests nociceptifs mécaniques du « tail flick » a chaleur radiante (a), de la
plaque chaude (b), et du test de Hargreaves (c). Images de Biorender.com et Mindthegraph.com

c) Thermique froid

Il a toujours été plus complexe d’évaluer la réponse comportementale au froid comparé au chaud,

notamment chez des animaux naifs ne présentant aucune hypersensibilité thermique.

Pour mesurer une allodynie au froid, un test consiste a déposer une goutte d’acétone sur la patte
arriere d’un animal (Yoon et al., 1994). L’évaporation de I’acétone induit une sensation de froid
(environ 21°C a 15°C) non douloureux car les animaux naifs ne montrent peu ou pas de comportement
aversif. Au contraire, ces comportements sont nombreux et intenses chez des animaux hypersensibles
ou douloureux. Les paramétres mesurés sont la durée totale des comportements provoqués par la
goutte d’acétone, ou un score des différents comportements observés selon un niveau d’intensité

(reniflement de la patte, léchage, secouage, saut). Il est a noter que chez la souris, I'acétone provoque
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des réactions méme chez des souris non hypersensibles, et limite donc I'utilisation de ce test chez cette

espece.

Le test de la plaque froide (Bennett & Xie, 1988) a température fixe variant de -5°C a 15°C selon les
études, ou dynamique (Yalcin et al., 2009), peut également étre utilisé bien que ce test donne
généralement des résultats moins concluants par rapport au test de la plaque chaude, du fait de la plus
grande variabilité des comportements induits par le froid (Barrot, 2012). Pour ce test, la latence a
présenter un réflexe nociceptif est prise en compte, ou encore le nombre de comportement nociceptifs
scorés pendant une période de temps fixée. Il est estimé qu’un animal naif commence a présenter des
comportements nociceptifs a partir d’'une température inférieure a 3°C pour un test d’'une durée de 5

minutes (Jasmin et al., 1998).

Un autre test, similaire au test de Hargreaves, consiste a placer les animaux, apres habituation au
dispositif, sur une surface conductrice au changement thermique (verre ou métal) et a appliquer de la
glace carbonique en dessous de la patte arriere de I'animal jusqu’a un réflexe nociceptif (Brenner et
al., 2012). Ce test étant extrémement dépendant de I'observateur, les résultats sont difficilement
comparables entre différents expérimentateurs et la température au niveau de la surface cutanée est
inconnue et mal contrélée, mais présente tout de méme I'avantage de pouvoir tester les pattes de

maniéere indépendantes.

2. Les tests de préférence de place

L'utilisation répandue de tests nociceptifs en tant qu’outil pour mesurer des symptomes douloureux a
indéniablement permis de grandes avancées dans notre compréhension des mécanismes sous-jacents
a la douleur aigue et chronique. Cependant, ces tests reposent sur des réflexes comportementaux
évoqués qui n’évaluent par la douleur a proprement dit, mais des hypersensibilités nociceptives. Ces
comportements réflexes ou adaptatifs (aversifs/nocifensifs) d’origine spinale (reflexe de retrait face a
un stimulus appliqué), sont influencés plus ou moins par des structures supraspinales donnant lieu a
des comportements associés tels que les vocalisations, le grattage, le léchage ou la protection de la
patte. lls ne sont pas représentatifs de I’expérience douloureuse dans toutes ses composantes
sensorielles, cognitives, et affectivo-emotionelles. Ces réflexes peuvent en effet étre provoqués chez
des animaux décérébrés ou anesthésiés (Baliki et al., 2005). lls reposent sur l'intégrité du systeme
nerveux moteur et présentent des limites quant a la pertinence par rapport aux pathologies retrouvées
en clinique humaine (Mogil, 2009). De maniére générale, les conséquences émotionnelles dans les
modeles animaux de douleurs sont étudiées de maniere séparée par des tests visant a mesurer
souvent des comportements anxieux ou dépressifs (Dantzer et al., 2008; Fischer et al., 2015; Kremer

etal., 2021)
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L'utilisation des tests nociceptifs en recherche préclinique, ou les composantes corticales sont peu
présentes, a été mise avant pour expliquer certains échecs translationnels vers I'application en clinique
(Vierck et al., 2008b). De plus, les études animales montrent une énorme variabilité des résultats selon
la souche d’animaux utilisée, I'environnement de laboratoire ol ces tests sont réalisés, ainsi qu’une
influence énorme de I'expérimentateur effectuant I'expérience (Chesler et al., 2002; Sorge et al.,
2014).

C'est pourquoi il a été proposé d’ajouter a la boite d’outils de la recherche préclinique des tests
d’évaluation non pas basés sur un comportement nociceptif induit par une stimulation intense, mais
sur des comportements spontanés, des suppressions de comportement spontanés, ou encore sur
I'apprentissage d’'un comportement face a un stimulus (i.e tests opérants) qui pourraient mieux
appréhender les différentes composantes de la douleur (Fuchs & McNabb, 2012; Mao, 2012; Vierck &
Yezierski, 2015).

a) Le test du conditionnement de préférence de place

Basé sur un conditionnement pavlovien, le test de Préférence de Place Conditionnée (PPC) est de plus
en plus utilisé pour mesurer I'effet d’un traitement ou d’une absence de traitement sur le

comportement d’un animal.

Ce test repose sur un dispositif a deux compartiments rendus distincts par des indices visuels, reliés
par une ouverture qui permet a I’'animal d’évoluer librement dans les deux espaces. Aprés une période
d’habituation ou I’animal est libre d’explorer les deux compartiments, un des compartiments est
bloqué et le stimulus est appliqué. Lors de la phase de test, les deux compartiments sont de nouveau
accessibles, et le temps passé dans chaque est mesuré. Si I'animal présente une préférence d’un
compartiment par rapport a l'autre, le traitement aura donc eu un effet, dépendant de la nature
plaisante ou aversive du stimulus appliqué. Il existe donc un grand nombre de variantes a ce test qui
dépendent du type de comportement conditionné (induction, extinction, rétablissement) ou de la

nature du stimulus (Tzschentke, 2007).

Dans les études sur la douleur, I'efficacité d’un traitement analgésique sur des douleurs spontanées
(King et al., 2009) peut par exemple étre évaluée (Davoody et al., 2011; Navratilova et al., 2013; Dalm
et al., 2015).

b) Préférence de place face a un stimulus mécanique

Le systeme de conflit mécanique (SCM) repose sur I'évaluation non pas d’un réflexe comme les test
nociceptifs mécaniques classiques mais sur un comportement d’échappement motivé (Harte et al.,

2016). Le dispositif est composé de trois parties : un compartiment contenant une LED qui permet de
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I’éclairer, un couloir dont le sol est couvert d’épingles pointues a hauteur ajustable, et un
compartiment sombre. L'entiereté du dispositif est constituée d’un plastique rouge, pergu comme noir

pour les animaux mais permettant I'observation de leurs comportements par I'expérimentateur.

L’animal est placé dans le compartiment avec la LED éteinte. Aprés une période d’habituation de 15s,
la LED est enclenchée pour produire une lumiére aversive (> 4700 lux). L'animal doit donc prendre la
décision d’échapper au compartiment aversif lumineux non-nociceptif en se soumettant a des
stimulations nociceptives mécaniques pour rejoindre le compartiment noir (Harte et al., 2016). Ce test,
sensible aux anxiolytiques et aux antalgiques, permet donc de prendre en compte les dimensions

affectives et motivationelles du comportement nociceptif chez le rat.

A LED Light with
Intensity Control

Light Compartment
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Figure 14 : Le systeme de conflit mécanique (Harte et al., 2016)

Le dispositif (A), couvert d’une résine rouge, contient un compartiment illuminé par une LED, un couloir donc
le sol est constitué d’épingles pointues a hauteur ajustable (B), et d’'un compartiment sombre. Ces
compartiments sont séparés par des portes rétractables.

Le paradigme d’échappement/évitement de place fait écho au SCM. L’animal est placé dans un
comportement noir ou il recoit des stimulations mécaniques (filament de von Frey élicitant un retrait

de la patte) et a la possibilité d’échapper au stimulus en se plagant dans un compartiment lumineux
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aversif. Le temps que met I'animal a s’échapper est mesuré. Ce test présente |'avantage de pouvoir

stimuler les pattes de maniere différentielle (Fuchs & McNabb, 2012).

c) Le test thermique de préférence de place

Ce test consiste a placer les animaux dans un compartiment contenant deux plaques de températures
différentes (la température neutre et la température test) ; le temps passé sur chaque plaque et le
nombre de passages d’une plaque a I'autre sont mesurés (Balayssac et al., 2014). Ce test permet ainsi
d’évaluer chez un animal libre de ses mouvements une préférence ou une aversion a certaines
températures, qu’elles soient nociceptives ou non. Des études chez les rats males et femelles ont par
exemple mis en évidence que les femelles ont une plus grande tolérance aux températures non
neutres (i.e différentes de la température ambiante soit environ 25°C) par rapport aux males
(Bourgeois et al., 2022), et que les femelles ont une préférence générale pour les températures plus

chaudes comparativement aux males qui préferent les températures froides (Modi et al., 2023).

Différentes variantes de ce test ont été développées, incluant un dispositif permettant de tester
jusqu’a 16 animaux différents (Caporoso et al., 2020), un dispositif mettant en conflit un stimulus
lumineux aversif contre un stimulus thermique (Vierck et al., 2008a), ou encore I'utilisation d’un

gradient continu linéaire ou circulaire (Mogrich et al., 2005).
d) Les tests opérants thermiques

Certains tests vont au-dela d’un comportement inné, et reposent sur I'apprentissage des animaux a

effectuer une tache lorsqu’ils sont mis en conditions de test.

Une variante du test de préférence de place thermique repose sur la motivation a aller chercher une
récompense (i.e eau sucrée) sur une plaque a température aversive, contre I'absence de stimulus
plaisant (biberon vide ou contenant de I'’eau simple) sur une plaque a température ambiante (Reker et

al., 2020).

D’autres tests, a I'instar du SCM, cherchent a mettre en conflit deux types de stimulus aversifs afin de

pousser I'animal a faire un choix.

« L’Escapetest », développé par Mauderli et collaborateurs, place un animal dans un compartiment
chauffé a différentes températures (43°C, 45°C, 47°C et 49°C). Afin d’échapper au stimulus nociceptif
chaud, I'animal est entrainé a monter sur une plateforme éclairée (85 lux) et inclinée a 12°. La latence
gue met I'animal a monter sur la plateforme éclairée dans une position désagréable rend compte de

la motivation a échapper au stimulus nociceptif chaud (Mauderli et al., 2000).
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« L’AlgoTrack » mis en place par Baliki et collaborateurs est constitué de deux plaques chauffantes
séparées, équipées d’un détecteur de mouvement permettant de savoir sur quelle plaque I'animal est
positionné. La plaque en question est ensuite chauffée a 5°C/s jusqu’a ce que I'animal s’échappe et se
place sur l'autre plaque, et I'opération est répétée aprés 5 minutes. La température élicitant

I’échappement de I'animal est mesurée (Baliki et al., 2005).

3. Les modeles animaux
Les tests nociceptifs, par des stimulus évoqués ou basés sur des choix comportementaux, sont donc
des outils efficaces en recherche préclinique, avec des avantages et limitations a prendre en compte.
Cependant, I'évaluation de la composante sensorielle nociceptive de la douleur aiglie n’est pas
suffisante pour le développement de traitements antalgiques qui pourraient avoir un intérét en
clinique humaine. Afin de mieux s’apparenter au contexte des douleurs pathologiques chez I’'Homme,

I'utilisation de modeéles animaux de douleur est donc nécessaire et cruciale.

La pertinence d’'un modele animal repose sur trois criteres de validité : i) 'isomorphie, le modéle doit
présenter des symptomes similaires a ceux observés en clinique, ii) 'homologie, le modele doit avoir
la méme I'étiologie (i.e la cause de la pathologie) et iii) la prédictibilité, la réponse au traitement du

modele doit étre comparable a celle de la pathologie humaine.

a) Modeles de douleurs inflammatoires

Dans des conditions normales, le systeme immunitaire déclenche une réponse inflammatoire dans le
but de protéger l'organisme contre des pathogénes et promeut la réparation tissulaire. Des
médiateurs de I'inflammation tels que les prostaglandines, cytokines, chimiokines, neuropeptides et
facteurs de croissances sont libérés au site de lésion (ou de contamination) et ont la capacité
de sensibiliser les nocicepteurs (Kidd & Urban, 2001). L'implication du systeme nerveux sensoriel dans

la mise en place de I'inflammation s’appelle I'inflammation neurogénique.

En conditions pathologiques, I'inflammation perdure au-dela de son utilité physiologique, devient
chronique (durée > 3 mois) et provoque des lésions tissulaires ainsi que de la douleur. L’utilisation de
modeles de douleur inflammatoire a donc permis d’étudier et de décrypter les mécanismes sous-
jacents a ce phénomene, a identifier les molécules endogénes responsables, et a tester des potentiels

traitements pour y remédier (Muley et al., 2016).

Le test de la formaline est une procédure largement utilisée, considéré comme un modele
inflammatoire a court-terme (Dubuisson & Dennis, 1977). L'injection de formaline induit des
comportements nociceptifs tels que des soulévements de la patte, tressaillements, léchage et

vocalisation (McNamara et al., 2007). Injectée de maniere intradermale dans la surface plantaire (ou
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dorsale) d’une patte avant ou arriere, la formaline agit sur le récepteur de la superfamille « transiant
receptor potential » a ankyrine 1 (TRPA1) et induit un comportement qui se divise en deux phases : i)
la phase | (5-10min), sensible aux anesthésiques locaux est associée a la stimulation directe des fibres
afférentes C par la formaline, et ii) la phase Il (10-40min) implique a la fois une réponse inflammatoire
et une sensibilisation centrale des neurones de la CDME. Par l'utilisation de drogues anti-
inflammatoires non-stéroidiennes, certains acteurs participant a cette phase inflammatoire ont été
identifiés comme les prostaglandines (Hunskaar & Hole, 1987), la cyclooxygénase 2 (Cox-2) (Yamamoto

& Nozaki-Taguchi, 2002) et I'interleukine 33 (Han et al., 2013).

L’application topique d’agents tels que la capsaicine ou I’huile de moutarde (Inoue et al., 1997) induit
des inflammations locales cutanées qui sensibilisent les nocicepteurs en abaissant leur seuil
d’activation mécanique et thermique. lls provoquent non seulement une hyperalgésie sur la région ou
ils ont été appliqués (hyperalgésie primaire) mais également sur les zones autour de I'inflammation

initiale (hyperalgésie secondaire) (Muley et al., 2016).

Ces composés, ainsi que des agents chimiques acides comme le phenylbenzoquinine ou l'acide
acétique sont également utilisés dans des modeles de douleurs viscérales (i.e modélisation du
syndrome de lintestin irritable ou maladie de Crohn) par des injections intracoloniques ou
intrapéritonéales. lls provoquent des comportements de douleurs spontanées (contorsions, étirement
et léchage de 'abdomen, diminution du toilettage) ainsi qu’une hyperalgésie mécanique de 'abdomen

et une inflammation du colon (Muley et al., 2016).

D’autres modeles reposent sur des agents plus puissants afin d’engendrer une réponse inflammatoire
plus longue et marquée. Ces modeles incluent I'injection de I'adjuvant complet de Freund (CFA), une
suspension de Mycobacterium butyricum ou Mycobacterium tuberculosum ou de carraghénanes de
type A, des polysaccharides sulfatés extraits d’algues de mer, qui provoquent des hypersensibilités

mécaniques et thermiques pouvant durer de quelques jours a plusieurs semaines (Barrot, 2012).

L'injection de carraghénane seule, d'un mélange de carraghénanes et kaolin (minéral de silicate
d'aluminium hydraté), de zymozan (complexe protéique isolé de la paroi membranaire de levure
Saccharomyces cerevisiae), de collagéne ou de CFA, dans les articulations du genou ou de la cheville,
est utilisée pour modéliser les inflammations articulaires comme la monoarthrite (Neugebauer et al.,

2007).
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Figure 15 : Schéma de l'inflammation neurogénique (Muley et al., 2016)

Les agents inflammatoires (capsaicine, huile de moutarde, formaline, acide) active les récepteurs du
nocicepteur (TRPV1, TRPA1 non figurés), qui induit une libération de neuropeptides comme la SP ou le peptide
vasoactif intestinal (VIP). lls se lient a leur récepteurs respectifs (NK1 et VPAC1). L’histamine libérée par les
mastocytes active le récepteur H1. Les mastocytes et leucocytes libére de la serine protéase qui clive divers
récepteurs activés par protéines (PAR), et module I’activité du nocicepteur. Le récepteur toll-like receptor 4
(TLR4) est activé par des substances exogenes comme les carraghénanes ou les liposaccharides (LPS). La
prostagandine E2 (PGE2) active principalement son récepteur PEG2R. Les cytokines pro-inflammatoire comme
les interleukines (IL-1pB, IL-6, IL-33), le facteur de nécrose tumoral a (TNFa), sécrétées par les leucocytes, se
lient a leurs récepteurs respectifs pour exacerbé la transmission nociceptive.

b) Modéles de douleur neuropathique

Les douleurs neuropathiques proviennent de lésions ou d’'une maladie affectant le systeme nerveux
somatosensoriel. Elles se manifestent par des anomalies sensorielles (dysesthésie ou paresthésie), des
douleurs spontanées continues ou paroxystiques, et des hyperalgésies et allodynies a la fois
mécaniques et thermiques. Souvent, les douleurs neuropathiques apparaissent dans des maladies
comme le cancer, le SIDA, le diabete, le syndrome radiculaire lombaire, I'herpes, la sclérose en plaque,
les Iésions de la moelle épiniere, des maladies auto-immunes, des canalopathies ou encore a la suite
de crise cardiaque. On parle alors de douleurs chroniques secondaires comparativement a la douleur
chronique primaire qui est une maladie a part entiére (Treede et al., 2019). Il est également courant

de développer des douleurs neuropathiques a la suite de chirurgies (Jaggi et al., 2011). En clinique, les
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douleurs chroniques neuropathiques, primaires ou secondaires, sont généralement pharmaco-
résistantes aux traitements analgésiques classiques, et sont souvent accompagnées de comorbidités
anxiodépressives comprenant une sensibilité accrue aux troubles anxio-dépressifs, un isolement social

et des troubles du sommeil (Colloca et al., 2017).

Un grand nombre de modeéles animaux ont été développés sur la base de ce qui est connu de I'étiologie
des pathologies humaines, visant a reproduire les Iésions nerveuses (spinales, trigéminales,...), les
neuropathies diabétiques ou induites par les traitement anticancéreux, ou encore les douleurs

postopératoires [pour une revue détaillée : (Jaggi et al., 2011)].

Dans ce manuscrit, j’ai fait le choix de ne présenter que les modéles qui reposent sur une lésion ou une

compression du nerf sciatique, innervant les pattes arrieres de I’animal.

Initialement développé par Bennett et Xie, le modele de « chronique constriction injury (CCl) »
consiste a effectuer trois a quatre ligatures laches autour du nerf sciatique (Bennett & Xie, 1988). Ce
modele induit des hyperalgésies et allodynies mécaniques et thermiques, notablement vis-a-vis du
froid, pendant au moins 7 semaines (De Vry et al., 2004). Chez les animaux CCl, des comportements
de douleurs spontanées sont observés : outre un léchage excessif, ils tendent a ne pas placer leur
poids sur la patte blessée, ce jusqu’a boiter afin de ne pas poser la patte sur le sol. Des études
électrophysiologiques ont également mis en évidence une diminution de la vitesse de conduction du
nerf, associée a une altération de la myélinisation des FAP (Carlton et al., 1991) ainsi qu’une

sensibilisation des fibres A et C (Gabay & Tal, 2004).

Des variantes de ce modele ont ensuite été développées : la constriction chronique du nerf par un
manchon de polyéthyléne ou « cuff » (Benbouzid et al., 2008), une ligature serrée qui recouvre un tiers
ou la moitié du nerf sciatique, appelée ligature partielle du nerf sciatique (Seltzer et al., 1990), une
ligature des nerfs spinaux L5 et L6 (Ho Kim & Mo Chung, 1992), le modeéle de Iésion partielle du nerf
sciatique ou « spared nerve injury » qui consiste a sectionner deux des trois branches terminales du

nerf sciatique, les branches du péroné et du tibia (Decosterd & Woolf, 2000).

Ces modeles ont ainsi permis d’élargir notre compréhension des mécanismes sous-jacents a
I’établissement de douleurs chronique de type neuropathique, bien que beaucoup reste encore a
décrypter. Un certain nombre d’hypothéses ont ainsi pu étre mises en avant afin d’expliquer I'origine
de ces douleurs: une altération des FAP |ésées résultant en une sensibilisation et une activité
spontanée liées a des altérations de fonction des canaux ioniques, une altération des fibres sensorielles
non lésées qui participent a I'établissement de douleurs persistantes, I'implication du systeme nerveux
sympathique, une altération des facteurs de croissances, des mécanismes de désinhibition du systeme

nerveux central (i.e sensibilisation centrale), une altération de la communication des nocicepteurs, une
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altération des contréles descendants de la douleur ou encore une augmentation de Ia
neuroinflammation périphérique et centrale. Les détails de ces mécanismes ne font pas I'objet de ce

manuscrit, mais sont repris en détail dans la revue suivante : (Campbell & Meyer, 2006).

Si ces modeles sont efficaces pour reproduire les symptomes douloureux et certaines conséquences
émotionnelles observées en clinique, il reste important de noter que la translation de I'animal a
I’'Homme reste limitée. Chez I'animal, la composante « chronique » est en effet rarement étudiée. Si
certains modeles présentent des symptOmes jusqu’a 12 semaines aprés établissement de la
neuropathie (Yalcin et al., 2014), ils sont loin de refléter la réalité clinique de patients qui vivent avec
des douleurs chroniques pendant des années. Ces modeles sont donc plus utiles dans la
compréhension de I'établissement et la mise en place des douleurs chroniques ainsi que pour
I’évaluation de I'efficacité de certains traitements, plutot que dans le maintien a long terme et la prise

en charge de ces douleurs longtemps apres le début de la pathologie.
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Figure 16 : Représentation de différents modeéles de lésion ou compression du nerf sciatique (Jaggi
etal.,, 2011)

(1) ligature des nerfs spinaux, (2) constriction chronique du nerf spinal par ligatures (manchon de polyéthylene
ou cuff non figuré), (3) ligature du nerf péroné, (4) axotomie par transsection du nerf sciatique, (5) ligature
partielle du nerf sciatique, (6) transsection des nerfs tibial et sural, (7) lésion partielle du nerf sciatique par
transsection des nerfs du péroné et du tibia
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c) Hypersensibilités nociceptives dans le modele de séparation maternelle néonatale

Dans le cadre de ma thése, je me suis également intéressée aux hypersensibilités nociceptives induites

par un stress néonatal non douloureux : la séparation maternelle néonatale (SMN).

Il est maintenant bien connu que des expériences stressantes durant la période néonatale ont des
conséquences a long terme sur le bon développement des fonctions cérébrales, et notamment du
systeme nociceptif (Fitzgerald, 2005). C’est le cas d’un excés de stimulations douloureuses pendant la
période néonatale. Notre laboratoire a montré que la séparation maternelle néonatale, un stress non
douloureux, avait des conséquences similaires (Juif et al., 2016; Melchior et al., 2018; Gazzo et al.,
2021). Utilisés pour mimer certaines conséquences de la prématurité chez ’'Homme, il existe un grand
nombre de modeles animaux de stress néonatal visant a décrypter les mécanismes sous-jacents aux
effets déléteres affectant la maturation du systéme nociceptif (Melchior et al., 2021). Les rongeurs
ont a la naissance un systeme nerveux d’'une maturité similaire a celle retrouvé chez les bébés
prématurés, ce qui permet de mesurer I'impact de divers stresseurs de I’environnement néonatal ainsi
que les conséquences a long terme chez I'individu adulte. Dans ces modeéles, on retrouve a la fois des
hyposensibilités et des hypersensibilités nociceptives somatiques et viscérales, des déficits des
controles descendants de la douleur, une augmentation de la neuroinflammation, une augmentation
des risques de développer des douleurs chroniques et des troubles anxiodépressifs (Plotsky & Meaney,

1993; Taddio & Katz, 2005; Grunau et al., 2006; Aisa et al., 2007; Schwaller & Fitzgerald, 2014) .

Parmi les nombreux modeéles de stress néonatal existants, le modele de SMN le plus utilisé sépare les
petits de la cage de leur mére 3h par jour du 2™ au 12°™ jour post-natal (P2-P12). A I’Age adulte, les

conséquences sur le systeme nociceptif sont de plus en plus documentées.

L’hypersensibilité viscérale (Coutinho et al, 2002) a été la premiere a étre décrite. Cette
hypersensibilité semble liée a i) des altérations morphologiques des couches musculaires et
mugqueuses du tube digestif, ii) une augmentation de la perméabilité de la barriere intestinale, iii) une
augmentation de I'activité des neurones entériques iv) une augmentation de la motilité colonique
induite par le stress, v) une inflammation locale médiée par la dégranulation des mastocytes et
sécrétion d’IL-6 ainsi que vi) une altération du microbiote intestinal. Ces résultats ont donc placé le
modele de SMN comme potentiel modele du syndrome de l'intestin irritable ou maladie de Crohn

(Melchior et al., 2021).

Au niveau somatique, une hypersensibilité mécanique et thermique au chaud a été décrite (Melchior
et al., 2018), corrélée a une hyperexcitabilité des FAP, a une augmentation de I'expression du canal

sodium voltage dépendant Na,1.8 (Hu et al., 2013; Juif et al., 2016) et a une diminution de I’expression
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du canal potassium voltage dépendant K,1.2 dans les GRD (Luo et al., 2011). Dans la moelle épiniere
d’animaux SMN, une augmentation de I’activité des neurones nociceptifs des couches superficielles
et profondes a été décrite, corrélée a un déficit de recapture du glutamate par les astrocytes (Chung
et al., 2007b; Gosselin et al., 2010) ainsi que des modification dans I'expression de facteurs de

croissance durant la période néonatale jusqu’a I’dge adulte (Juif et al., 2016).

Au niveau supraspinal, les animaux SMN présentent une altération de I’activité des structures et
circuits de la « Pain Matrix » dont i) une augmentation de l'activité glutamatergique dans
I’hippocampe (Chen et al., 2017), ii) une augmentation de I'activité du CCA (Chung et al., 2007a), iii)
une altération de la plasticité du cortex somatosenoriel (Chung et al., 2007a) et préfrontal (Monroy et

al., 2010; Chocyk et al., 2013) et iv) une hypertrophie de I'amygdale (Koe et al., 2016).

Parallelement, il également été montré un certain nombre d’altérations des controles descendants
de la douleur dans le modéle NMS. Ces animaux ont ainsi une augmentation de I’activité excitatrice
dans I'amygdale, associée a une augmentation de I'expression de TRPV1, qui joue un réle dans
I’hypersensibilité viscérale (Xiao et al., 2016). Les animaux SMN ont également un déficit des controles
OTergiques hypothalamiques, notamment impliqués dans I’analgésie liée au stress (Melchior et al.,
2018), et un déficit des controles opioidergiques (Kalinichev et al., 2001) corrélé a une diminution des
récepteurs opioidergiques mu, delta et kappa dans la SPGA, la RVM et I'amygdale (Nakamoto et al.,
2020).

Une hypothese récente visant a expliquer les hypersensibilités nociceptives dans le modéle SMN se
concentre sur linfluence du systeme immunitaire et de la réponse inflammatoire sur le
développement des douleurs persistantes (Ji et al., 2018). Dans ce contexte, il a été montré dans le
modele SMN que I'expression du récepteur TLR4 dans la microglie de I’hypothalamus est augmentée
ainsi que la sécrétion des cytokines proinflammatoires IL-1B et du facteur de nécrose tumorale TNF-a
chez la souris ou de TNF-a et IL-6 chez le rat (Roque et al., 2016). Une augmentation de I'expression
des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-6, TNFa, et de Cox-2 est également observée ce qui induit
une plus grande libération de prostaglandines 2, ainsi qu’une diminution de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 dans la moelle épiniere (Gazzo et al., 2021). Enfin, une augmentation de
I’expression de I'importeur chloride NKCC1, impliqué dans la douleur inflammatoire est observée
(Price et al., 2005; Gazzo et al., 2021). Ces résultats sous-tendent que le systéme nerveux des animaux
avec une histoire de SMN serait dans un état « subinflammatoire » se traduisant par une

hypersensibilité nociceptive comportementale.
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Figure 17 : Conséquences d’une SMN sur le systeme nociceptif (Melchior et al., 2021)

Ainsi, dans nombre de ces pathologies, la perception douloureuse des informations thermiques est

altérée. Dans le but d’affiner la compréhension des mécanismes responsables de ces anomalies

sensorielles, il est donc nécessaire de comprendre comment les informations thermiques, notamment

nociceptives, sont détectées et intégrées par I'organisme.
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C. Partie 3 : Thermonociception
Pour revue intégrée —> (Filingeri, 2016)

La peau, et les cellules qui la composent, est adaptée a des températures variant de 30 a 34°C sans
provoquer de ressenti particulier. Toute variation, augmentation ou diminution, est ainsi intégrée et
percue comme sensation de refroidissement ou chauffage. Il est a noter que la sensibilité thermique
n’est pas homogéne sur toute la surface cutanée et que le ressenti d’'une température dépend de la
région de la peau qui pergoit le stimulus (Hensel, 1981) ; par exemple le front et les joues sont plus

sensibles au chaud que les bras et les jambes.

1. Détection périphérique
Les changements de températures sont majoritairement détectés en périphérie par les FAP
sensorielles innervant la surface cutanée. Zotterman fat le premier a identifier ces fibres sensorielles

thermosensibles dans la langue du chat (Zotterman, 1936).

Historiquement, il a été décrit que les fibres de type A étaient seules responsables de la transduction
de l'information froide (Iggo, 1969). Ces fibres sont de type Ad et AR d’apres leurs diametres (1.5 a
3um) et leur vitesse de conduction (3.6 a 15m/s) (Hensel & Zotterman, 1951; Hensel & Boman, 1960).
Cependant, une sous-population de fibres C amyéliniques est également capable de détecter le
refroidissement de la peau avec un profil différent que celui des fibres A. Elles jouent donc un réle
complémentaire dans la thermosensibilité au froid en étant notamment responsables des sensations

paradoxales telles que I'impression de brdlure provoquée par un froid intense (Filingeri, 2016).

Inversement, la prise en charge des informations chaudes a longtemps été attribuée aux fibres C (Hallin
et al.,, 1982) avant la mise en évidence de deux sous-types de fibres AS possédant des seuils

d’activation au chaud différents (fibre A8 de type | et AS de type Il) (Treede et al., 1995).

Les avancées en biologie moléculaire ont ensuite permis d’affiner la compréhension des mécanismes

sous-jacents a 'intégration et la perception des informations thermiques.

C'est l'identification du récepteur au chaud nociceptif TRPV1 (initialement nommé VR1 pour
« Vallinoid Receptor type 1) qui a ouvert la voie de la compréhension des mécanismes moléculaires
responsables de la perception thermique (Caterina et al., 1997). La superfamille de récepteur TRP
contient a ce jour plus d'une trentaine de membres. De nombreux TRP présentent une
thermosensiblité qui collectivement couvrent I'intégralité du spectre de température. Les membres de
cette famille sont donc considérés comme les détecteurs moléculaire primaires des informations
thermiques (Clapham et al., 2001; Vriens et al., 2014). Bien que les mécanismes spécifiques sous-

jacents a I'activation de ces récepteurs par la température sont encore largement inconnus (Gees et

39



al., 2012), leur structure générale est celle d’un canal composé de six domaines transmembranaires
avec un pore de perméabilité défini par les 5°™ et le 6™ domaines transmembranaires. Leur région
C-terminale est divisée en deux « boites TRP » : une région contenant un motif de 25 acides aminés,
et une région riche en proline, qui ensemble détermineraient la sensibilité thermique du récepteur

(Liao et al., 2013). Cette sensibilité semble également dépendant du voltage (Voets et al., 2004).
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Figure 18 : Structure du canal TRPV1 (Liao et al., 2013)
(a) Représentation linéaire des domaines identifiés dans un canal TRV1 avec un code couleur correspondant a
la représentation 3d du canal (b)

a) Récepteurs au chaud

(1) Canaux TRP

Le récepteur TRPV1 est activé par la capsaicine, un principe actif trouvé dans le piment qui provoque
une sensation de brialure et par des températures chaudes nociceptives supérieures a 42-43°C. Cette
température d’activation a déterminé le seuil nociceptif au chaud chez les organismes vivants. Son
activation entraine un changement de conformation de la protéine qui forme un canal perméable aux
cations de maniere non sélective. Dans les modeles animaux, une inactivation génétique du site de
liaison de la capsaicine entraine une insensibilité quasi-totale a des températures nociceptives
supérieures a 42-43°C, ainsi d’'une absence d’hypersensibilité au chaud dans les états douloureux

inflammatoires. La découverte de ces propriétés du TRPV1 ont été essentielles a la compréhension de
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la thermonociception au chaud (Caterina et al., 1997; Caterina et al., 2000; Clapham et al., 2001). En
bon accord avec ces résultats, TRPV1 est exprimé par 75% des neurones de petits diametres des
ganglions rachidiens dorsaux, soit les fibres nociceptives Ad et C (Davis et al., 2000), ainsi que par les

neurones de la couche | et Il de la CDME (Clapham et al., 2001).

Néanmoins, d’autres récepteurs semblent également impliqués dans la détection du chaud comme
I'indique la sensibilité thermique au chaud résiduelle aprés inactivation ou ablation de TRPV1

(Pogorzala et al., 2013).

Le récepteur TRPV2, exprimé par les fibres AS de type | présente 50% d’homologie avec TRPV1 et est
activé par des températures supérieures a 52°C mais est insensible a la capsaicine. Initialement pensé
comme second récepteur au chaud nociceptif, cette hypothese a été réfutée par le fait que
I'inactivation de ce récepteur n’affecte ni la sensibilité, ni la réponse comportementale au chaud
nociceptif (Park et al., 2011). Suite a des stimulations nociceptives prolongées, le récepteur TRPV2 voit
son seuil d’activation baisser ce qui suggére qu’il participerait au phénomeéne d’hyperalgésie au chaud

bien gqu’il ne semble pas nécessaire a leur développement (Vriens et al., 2014).

Deux autres candidats dans la détection du chaud nociceptifs sont les canaux TRPM3 (de la sous famille
des TRP a Melastatine) et TRPAL. Activé a partir de 40°C, TRPM3 est exprimé, seul ou parfois avec
TRPV1, par les nocicepteurs du GRD ou du ganglion trigéminal. Sa délétion génétique méne a sensibilité
thermique au chaud réduite, ainsi qu’a un déficit dans le développement de I'hyperalgésie au chaud

provoquée par une inflammation (Vriens et al., 2011).

Le role du récepteur TRPA1 dans la sensibilité au chaud a souvent été mis de coté car il a d’abord été
suspecté de jouer un role pour la détection du froid nociceptif. Pourtant, il reste impliqué dans la
détection du chaud et tout particulierement lors du développement de douleurs inflammatoires
(Bautista et al., 2006; Hoffmann et al., 2013; Moparthi et al., 2016; Nozadze et al., 2016). A l'instar de
TRPM3, TRPA1 est co-exprimé avec TRPV1, ce qui a poussé Vandewauw et collaborateurs a proposer
que la triade TRPV1-TRPM3-TRPA1 sert de complexe moléculaire détectrice du chaud nociceptif. Leur
inactivation concomitante résulte en une perte quasi-compléte de toute sensibilité a la chaleur chez

les souris (Vandewauw et al., 2018).

Les récepteurs TRPV3 et TRPV4 quant a eux sont les candidats principaux pour la perception des
informations chaudes non nociceptives avec une activation autour de 25 et 35°C. Ils sont exprimés
fortement par les cellules de I’épiderme et kératinocytes et également (mais plus faiblement) par les
neurones sensoriels. Ceci suggere que les kératinocytes seraient responsables de la transmission des

informations chaudes non nociceptives vers les neurones sensoriels via la libération de messagers tels
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que I’Adénosine triphosphate ou I'oxyde nitrique (Vriens et al., 2014). L'inactivation génétique des
TRPV3/TRPVA4 résulte en une perte de préférence thermique a des températures non nociceptives. Si
ces récepteurs peuvent présenter une activité dans la gamme des températures nociceptives, il est

peu probable que leur réle soit déterminant dans la transduction du chaud nociceptif (Filingeri, 2016).

Les canaux TRPM2, TRPM4 et TRPM5 peuvent également étre activés par des températures chaudes

non nociceptives mais ne sont pas exprimés dans la peau (Lumpkin & Caterina, 2007).

(2) Canaux potassiques

En dehors de la superfamille des TRP, nombre d’évidences suggérent que le voltage membranaire et
les canaux impliqués dans sa régulation jouent un role crucial dans la transmission nociceptive

(McCleskey & Gold, 1999; Julius & Basbaum, 2001; Bourinet et al., 2005).

Dans ce contexte, le canal TREK-1 fait partie de la famille des canaux potassium a deux pores K,P qui
ont un role de frein de I'excitabilité neuronale. TREK-1 est exprimé par les nocicepteurs des GRD et
notamment par les fibres C peptidergiques et non peptidergiques ou il est co-exprimé avec TRPV1,
respectivement dans 60% a 90% de ces fibres. L’activité du canal augmente drastiquement sur une
gamme de température entre 17°C et 42°C, apportant un frein a I'activité des fibres thermosensibles,
et disparait complétement au-dela de 42°C. La délétion génétique de TREK-1 provoque donc chez la
souris une augmentation de la réponse au chaud des fibres C, corrélée a une hypersensibilité au chaud
lors du test d'immersion de la queue, mais pas lors de celui de la plagque chaude a des température
supérieure a 50°C (Alloui et al., 2006). Similairement, I'inactivation concomitante de TREK-1 et de
TRAAK, un autre canal K;P, provoque une hypersensibilité a des températures de transition entre

chaud non nociceptif et nociceptif (Noel et al., 2009).

(3) Canaux calcium-dépendant

Le canal chlorure calcium-dépendant Anoctamine 1 (ANO1) est exprimé dans les nocicepteurs de type
C, peptidergiques (CGRP positifs) et non peptidergiques (IB4 positifs). L'activation de ANO1 induit une
dépolarisation de ces neurones a des températures supérieures a 44°C, suffisante pour provoquer
I’émission de PA. Chez des souris ou ANO1 a été génétiquement supprimé, la sensibilité thermique au
chaud est diminuée (Cho et al., 2012). ANO1 serait donc un détecteur additionnel participant a la

transmission du chaud nociceptif.
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b) Récepteurs au froid

Le premier récepteur au froid identifié a été TRPMS8, TRP a la mélastatine 8, initialement nommé CMR1

pour « cold-menthol-receptor type 1 ».

Ce récepteur est activé par un refroidissement de la peau a une température inférieure a 25°C. |l est
également activé par des agents chimiques provoquant une sensation de froid comme le menthol ou
I'iciline (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002). Son activation ouvre le canal cationique non sélectif
et se traduit par une augmentation du calcium libre intracellulaire. Des études d’inactivation génétique
montrent une insensibilité partielle de la sensation du froid (Dhaka et al., 2007; Milenkovic et al.,
2014), ainsi qu’une altération de la réponse comportementale provoquée par le froid nociceptif
(Colburn et al., 2007) sans altération des modalités mécaniques et thermiques au chaud (Knowlton et
al., 2013). Le TRPMS joue donc un réle essentiel dans le codage du froid ainsi que dans la détection
du froid nociceptif et du développement d’hypersensibilité au froid dans des conditions pathologiques.
Cette hypothese est soutenue par le fait qu’il existe deux populations de neurones sensoriels
exprimant TRPMS8 : la plus grande population (80%) n’exprime aucun marqueur des nocicepteurs
(comme TRPV1, CGRP ou IB4). L'autre population (12%) semble étre des nocicepteurs de type C
exprimant également TRPV1 (Dhaka et al., 2008). Il existerait donc des voies spécifiques et
différentielles pour la détection du froid non nociceptif et du froid nociceptif, médiés par des neurones

TRPMS différents.

Compte tenu du réle non nociceptif spécifique de TRPMS8 dans la transmission du froid nociceptif, le
récepteur TRPA1 s’est démarqué comme le candidat préférentiel dans la détection du froid nociceptif.
Ce récepteur est exprimé par une sous population de neurones exprimant TRPV1, et est activé a des
températures inférieures a 17°C (Story et al., 2003). Il reste cependant inactif a des températures non
nociceptives (28°C-23°C). TRPA1 est également activé par des agents chimiques piquants tels que
I'huile de cannelle, I'huile gaulthérie, I'huile de trefle, I'huile de moutarde, le gingembre ainsi que la
bradykinine. Co-exprimé avec TRPV1 dans les neurones de type C, ce récepteur a donc été proposé
comme responsable de la sensation paradoxale de briilure induite par le froid nociceptif (Bandell et
al., 2004). Dans les viscéres, il semblerait que TRPAL soit le médiateur majoritaire de la sensation au

froid par rapport a TRPMS (Fajardo et al., 2008).

Le réle de TRPA1 en tant que détecteur du froid nociceptif reste tout de méme sujet a controverse
(Bautista et al., 2006), notamment lorsque la différence génétique des canaux TRPA1 homologues est
prise en compte. En effet, si les études chez les rongeurs semblent concluantes quant a son réle dans

I'intégration thermique, il n’en est pas de méme chez les primates et chez 'Homme (Chen et al., 2013;
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Chen, 2015). Cette étude comparative entre différentes espéces (rat, souris, singe et Homme) montre
en effet que si chez les rongeurs, TRPA1 est bien activé par des stimulations thermiques, ce canal
semble insensible aux températures chez le singe et chez I’'Homme. Ces résultats sont cependant
contrastés par une récente étude sur le récepteur TRPA1 humain qui montre, in vitro, une sensibilité

a la fois dans le froid et dans le chaud (Moparthi et al., 2016).

Les rbles confondants des récepteurs TRPMS8 et TRPA1 dans la transmission du froid ont donc ouvert
la possibilité que d’autre canaux (i.e. en dehors de la superfamille des TRP) puissent étre impliqués. Le
canal sodium voltage-dépendant « résistant » a la tétrodotoxine Nay1.8, exprimé spécifiquement par
les fibres nociceptives, a ainsi été mis en avant. Dans une étude électrophysiologique de préparation
nerf-peau chez le rat, ce canal présente ainsi une activation a des températures nociceptives
(refroidissement de 30°C a 10°C) et une totale perte d’activité des nocicepteurs en réponse au froid
nociceptif lorsque Na,1.8 est inactivé. Cette propriété est corrélée par une réduction de la réponse

comportementale au froid nociceptif chez les souris (Zimmermann et al., 2007).

En accord avec cette observation et la sensibilité thermique au voltage membranaire, il a été montré
que l'inhibition de certains canaux potassium voltage-dépendant (K,) affecte la sensibilité thermique :
i) I'inhibition de Ky1 augmente le seuil d’activation des neurones sensibles au froid et réduit la réponse
comportementale au froid nociceptif des rongeurs sans affecter les modalités mécaniques et
thermiques chaudes (Madrid et al., 2009) et ii) la suppression des canaux TREK-1 et TRAAK provoque
des anomalies de sensibilités sur les modalités sensorielles mécaniques, thermiques au chaud et au
froid (Noel et al., 2009) en jouant sur 'excitabilité neuronale des nocicepteurs. Le réle modulateur de
ces canaux pourrait ainsi participer a la mise en place d’hyperalgésie ou d’allodynie au froid en

conditions pathologiques (Viana et al., 2002).

44



cinnamon chili
ey % camphor /
horseradish‘" & .. ',’ ‘\t‘,”"
garlic w mint %ﬁ ﬂb‘
0°C 10°C 20°C 30°C 40°C 50°C 60°C
| | ﬁ | | | | | |
TRPA1 TRi:’MB TRPV4 Ti?|;V3 T’R;’V'l TRPV2

—

; = = == = —t 3
® Ankyrin binding repeat

B TRP box

® PDZ binding

C/(AS) A8/C Ab/C Ad

Figure 19 : Les thermorécepteurs de la superfamille des TRP adapté de (Dhaka et al., 2006)
Représentation de la sensibilité thermique de certains canaux TRP dans une gamme du non-nociceptif au
nociceptif. Les seuils nociceptifs au froid (17°C) et au chaud (42°C) sont figurés. La structure schématique
des canaux TRP inclut la présence de 6 domaines transmembranaire dont le pore se situe entre les
domaines S5 et S6. Les régions N et C-terminales sont intracellulaire et présentent différents domaines
d’interaction tels que la répétition d’ankyrine, la boite TRP ou la zone de liaison PDZ. Les nocicepteurs
exprimant les récepteurs au chaud et au froid nociceptif sont représentés, ainsi que certains composés
chimiques naturel qui activent les récepteurs TRP tels que le piment (TRPV1), le camphre (TRPV3), la
menthe (TRPMS), I'ail, la cannelle ou le raifort (TRPA1).

45



TRPVid TRPV2E Otherd

Skin

Nonneuronal cell,
e.g., keratinocyte

TREK-1% TRAAK activity
contributes to low
heat sansitivity

TRPMEY TRPA14

TRAAK/TREK-1y  Otherd

Figure 20 : La transmission thermique cutanée (Dubin & Patapoutian, 2010)

Mécanismes de transduction connus ou supposés de I'information thermique chaude (A) et froide (B). Le chaud non
nociceptif est pris en charge par les cellules du derme (e.g keratinocyte) exprimant TRPV3 et TRPV4 tandis que le chaud
nociceptif active les canaux cationiques non sélectifs (NSC) de la superfamille des TRP (TRPV1, TRPV2, TRPMS8, TRPA1)
ainsi que certains canaux calciques voltage-dépendant (TREK-1 et TRAAK), exprimés dans les terminaisons libres des
nocicepteurs. Le froid met en jeu les canaux TRPM8 et TRPA1, le canal sodique voltage-dépendant Nav1.8 des nocicepteurs
ainsi que d’autre canaux voltage dépendants comme TREK-1 et TRAAK.

46



2. Intégration spinale
La premiere identification de neurones spinaux de second ordre thermosensibles a été faite par
Christensen et Perl chez le chat (Christensen & Perl, 1970). Dans la couche |, certains neurones
répondent sélectivement a une modalité ou l'autre (Khasabov et al., 2001) et sont inactivés par la
modalité inverse (i.e un refroidissement de la peau provoquant une inhibition des neurones sensibles
au chaud). Une autre population de neurones polymodaux répond a la fois au froid et au chaud de
forte intensité (>45°C). Ces neurones, recevant a la fois une innervation excitatrice et inhibitrice des
FAP (Willis et al., 1974), seraient donc le premier relais de I'intégration des informations thermiques

dans la moelle épiniére.

Dans la couche |, une interaction entre les neurones COLD pyramidaux et neurones HPC multipolaires
a été montrée. L'étude d’un phénomene de sensation thermique paradoxale appelé « L’illusion du
gril » ou « l'illusion de Thunberg » a permis de démontrer une balance fonctionnelle entre ces deux
sous populations neuronales. Si des barres en métal maintenues alternativement a des températures
non nociceptives de 40°C et 20°C sont touchées de maniére simultanée, le sujet rapporte une sensation
de brilure (Craig & Bushnell, 1994). En condition basale, I'activité des neurones non nociceptifs COLD
I’emporte sur celle des neurones HPC, il en résulte une sensation froide non douloureuse. Par contre,
lorsque ces neurones sont inactivés (par exemple par une seconde stimulation non nociceptive

chaude), I'activité seule des neurones HPC provoque I'apparition d’une sensation douloureuse chaude.

Une étude récente d’'imagerie a deux-photons effectuée dans la moelle épiniére de souris in vivo a
permis d’affiner la compréhension de I'intégration spinale des informations thermiques dans la ME,
en montrant notamment une intégration différentielle entre le chaud et le froid. A la suite d’un
refroidissement de la patte plongée dans un bain a température controlée, les neurones répondant au
froid (i.e. les fibres TRPMS8* et les fibres TRPV1* pour les températures froides les plus intenses)
montrent une augmentation d’activité au début du refroidissement suivi d’'une adaptation au cours de
la stimulation (i.e diminution de fréquence de décharge). Inversement, les neurones activés par le
chaud (i.e. via les FAP TRPV1*) maintiennent une activité constante tout le long de la stimulation de
facon proportionnelle a I'intensité (Ran et al., 2016). Il n’est cependant pas encore déterminé si cette
adaptation au froid découle de I'adaptation des FAP périphériques, ol est une propriété intrinseque

des neurones spinaux.
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3. Intégration sous-corticale et corticale
a) Les régions sous-corticales

Les informations thermiques détectées par les neurones de la couche | remontent via le tractus
spinothalamique en passant par la colonne antérolatérale pour arriver dans les noyaux thalamiques, a
priori avec une intégration différentielle : le noyau thalamique VMPo serait le lieu d’intégration
principal des informations thermiques. Les neurones du VMPo présentent des CR réduits,
topographiquement organisés de maniére antéropostérieure, et répondent a des stimulations
thermiques nociceptives (Craig et al., 1994), tandis que les neurones des noyaux latéraux et médians
(PVL et PVM) jouent un réle intégrateur complémentaire (Filingeri, 2016). Des |ésions au niveau de
ces noyaux thalamiques provoquent une perte de sensations thermiques, tandis que leur stimulation

induit des sensations douloureuses.

Le PB, le NTS et I’hypothalamus sont des régions impliquées dans la balance homéostatique et
thermodynamique de l'organisme. lls ont également un réle supposé dans le traitement de
I'information thermique (Norrsell & Craig, 1999; Morrison & Nakamura, 2019). Le PB recoit des
informations a la fois chaudes et froides, contacte I'aire pré-optique thalamique et participe a la
régulation de la température corporelle (Xue et al., 2016). Le NTS, recevant des projections de fibres
TRPV1* des nerfs faciaux (Fenwick et al., 2014), présente deux types de neurones répondant a des
stimulations de la cavité buccale : des neurones répondant au toucher et au chaud, et des neurones
répondant au froid. Une large proportion de ces neurones participe également a la transmission du
go(t. Il a été proposé par Ogawa et collaborateurs que ces neurones sont responsables des sensations
thermiques lors de la prise alimentaire (Ogawa et al., 1988). La région latérale de I’hypothalamus
contient des neurones activés par des stimulations chaudes et froides qui contactent les neurones
anti-nociceptif glutamatergique de la SGPA. Leur activation optogénétique induit par exemple des
effets anti-nociceptifs dans des modeéles animaux inflammatoires et neuropathiques (Siemian et al.,

2021).

b) Le cortex insulaire

Recevant des projections des neurones de troisieme ordre du VMPo, la partie dorsale de l'insula
constitue une zone spécialisée du traitement des informations thermiques dans leur composante
discriminative (Hua le et al., 2005) et affective (Craig et al., 2000). Dans une étude d’imagerie cérébrale
chez 'Homme, Craig et collaborateurs ont mis en évidence le réle discriminatif du cortex insulaire
postérieur dans l'intégration thermosensorielle, non observé dans le cortex somatosensoriel. Ce
résultat suggére que le cortex insulaire serait le cceur d’intégration corticale des informations

thermiques (Craig et al., 2000). Dans ce contexte, des patients présentant des lésions au cortex
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insulaire (pariétale et postérieur) développent des anomalies de sensations thermiques et

douloureuses (Veldhuijzen et al., 2010).

L'analyse de I'organisation spatiale des neurones insulaires thermosensibles montre une répartition
homogeéne des neurones répondant au froid et au chaud selon deux profils : des neurones spécifiques
a chague modalité et des neurones polymodaux. Seule une petite fraction de ces neurones (3%) est

également mécano-sensible (Vestergaard et al., 2023).

De maniére intéressante, similairement a ce qui est observé dans la moelle épiniére, le cortex insulaire
semble présenter une intégration différentielle entre le chaud et le froid : les stimulations froides
provoguent une réponse rapide (80ms) et transitoire des neurones insulaires tandis que les
stimulations chaudes induisent une réponse plus longue (latence de 320ms) et plus soutenue, a la fois

chez les neurones spécifiques et polymodaux.
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Figure 21 : Intégration différentielles des information thermiques dans le cortex insulaire
(Vestergaard et al., 2023)

(a) Représentation schématique des neurones corticaux de l'insula a modalité spécifique (a gauche) et
polymodaux (a droite). (b) Représentation schématique du dispositif d’imagerie calcique a deux photons. (c)
Exemple représentation de I'imagerie calcique a deux photons dans I'insula (au-dessus), barre d’échelle 100um ;
exemple de tracé de I'activité de neurones suite a un refroidissement (en bleu) ou réchauffement (en rouge) de
10°C. (d) Réponse unitaire de neurones du cortex insulaire en réponse a un refroidissement (a gauche) et a un
réchauffement () droite. Chaque ligne correspond a un neurone.
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c) Le cortex somatosensoriel

Si I'importance du cortex somatosensoriel dans le traitement des informations thermiques a été
longuement débattu, un certain nombre de neurones thermosensibles ont été identifiés et étudiés :
ils présentent une réponse avec une courte latence au refroidissement de la langue, du scrotum ou de
la patte arriere, et sont inhibés par une stimulation chaude. Ces neurones multimodaux répondent a
la fois au froid et aux stimulations tactiles. lls semblent essentiels a I'intégration du froid non
nociceptif médié par les récepteurs périphériques TRPMS8 car leur inhibition pharmacologique induit

une déficience de sensibilité thermique (Hellon et al., 1973; Milenkovic et al., 2014).

Dans un deuxieme temps, chez I'homme, I'application de stimulations froides chaudes sur la peau
provoque des potentiels évoqués localisés dans le cortex S| controlatéral selon une représentation
corticale des champs périphériques similaire a celle du toucher (Chatt & Kenshalo, 1977). Une
hypothése propose un lien entre la sensation tactile et la sensation thermique, particulierement au
froid. Ces sensations seraient intégrées dans le cortex somatosensoriel dans un but d’identification des
objets, tandis que les informations thermiques de maniére générale seraient plutot prises en charge

par la partie dorsale du cortex insulaire (Vestergaard et al., 2023).
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Figure 22 : Schéma de la détection et de I'intégration des sensations thermiques chez ’lHomme (Filingeri, 2016)

La surface cutanée est innervée par les fibres sensorielles afférentes primaires AB, Ad et C. Le chaud non nociceptif est transduit par
les récepteurs TRPV3 et TRPV4 dans les cellules épidermiques qui libére de I’ATP et de I'oxyde nitrique, tandis que le chaud nociceptif
active TRPV1 exprimé par les fibres C dont I'activité est possiblement médiée par les canaux potassique TREK-1 et TRAAK qui influent
sur le potentiel de membrane. Le froid de maniére générale est détecté par les récepteurs TRPM8 et TRPA1 exprimé par les fibres A
et potentiellement AB, et le froid nociceptif est également médié par les canaux sodiques voltage-dépendant Nay1.8.

Les FAP thermosensibles font ensuite synapse dans la CDME au niveau i) des neurones de second ordre de la couche | (neurones
thermiques spécifiques et HPC), ii) des neurones WDR des couches profondes. Les neurones spinaux de projection remontent dans les
voies ascendantes, majoritairement par la voie spinothalamique pour arriver dans le noyau thalamique de PoVM pour intégration
sensori-discriminative et affective ainsi dans les noyaux du PMV et PVL qui participent a cette intégration. D’autres régions sous-
corticales (noyau du tractus solitaire, hypothalamus) et corticales (somatosensoriel) regoivent également des informations thermiques
et contribuent a la modulation du traitement de sensations thermiques.

Note : les fibres AS exprimant TRPV1 et TRPV2 ne sont pas figurées sur le schéma.
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D. Objectifs de la these

D’un point de vue évolutif, la capacité d’un organisme a détecter et s’adapter a des changements de
température est cruciale pour sa survie et son évolution. Depuis I'identification du récepteur TRPV1,
récepteur principal de la détection du chaud nociceptif, qui a ensuite donné lieu a la caractérisation de
la famille des récepteurs thermiques TRP, notre compréhension des mécanismes moléculaires et
cellulaires qui sous-tendent la détection des changements de température, nociceptives ou non, a
grandement évolué au cours des vingt derniéres années. A contrario, beaucoup reste a découvrir
concernant les processus impliqués dans la détection et a la mise en forme de la réponse
neurophysiologique et comportementale au froid. La situation est encore plus floue en conditions
pathologiques. Dans nombres de pathologies, le systeme nociceptif est fortement modifié dans son

fonctionnement ce qui donne naissance a des anomalies sensorielles (hyperalgésies, allodynies,

paresthésies ou dysesthésies), émotionnelles, cognitives et comportementales.

Dans ce contexte, la premiére partie de ma thése a eu pour but de décrypter les mécanismes
d’intégration des informations nociceptives chaudes et froides par les réseaux neuronaux de la moelle
épiniere, et en particulier par les neurones « Wide-Dynamic Range » (WDR), situés dans les couches
profondes de la CDME, qui relaient les informations nociceptives et non nociceptives. Ce travail a

donné lieu a une publication parue en 2021.

» Article 1: Spinal integration of hot and cold nociceptive stimuli by Wide Dynamic Range

neurons in anesthetized adult rats

Le deuxieme objectif, dans la continuité de cette premiére étude, a été d’effectuer cette
caractérisation électrophysiologique dans le modéle de séparation néonatal maternelle, pour
décrypter les mécanismes spinaux sous-jacents qui seraient responsables de |’hypersensibilité
mécanique et thermique nociceptive observée chez ces animaux. Cette étude électrophysiologique a
été complétée par une analyse de biologie moléculaire pour mesurer I'expression de certains
détecteurs périphériques médiant la nociception, ainsi que des cotransporteurs chlorure impliqués
dans une désinhibition centrale possiblement entretenue par un état « subinflammatoire » chez les
rats avec une histoire de séparation maternelle. Un article qui reprend ces travaux est actuellement

prét a étre soumis.

> Article 2 (en preparation) : Toward a central origin of nociceptive hypersensitivity seen in

adult rats after neonatal maternal separation
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La troisieme partie de ma these met en relation le codage de I'information thermique et la réponse
comportementale spontanée des rats dans différentes conditions expérimentales. La réponse
comportementale a la douleur est complexe, elle met en jeu de nombreuses structures cérébrales («
pain matrix ») qui déterminent |’expression sensori-discriminative (i.e intensité, localisation)
émotionnelle et cognitive de celle-ci. Al'aide d’'un nouveau test comportemental, qui consiste a obliger
les animaux libres de leurs mouvements a faire un choix entre deux environnements aversifs (douleur
thermique et lumiére vive), nous avons pu mesurer les comportements nociceptifs et d’adaptation
tout en identifiant I'influence de I'état émotionnel sur ces comportements. Il a été effectué sur des
rats sains, dans un modéle de douleur inflammatoire et dans un modeéle de douleur neuropathique.

Ce travail est repris dans un article en préparation de soumission.

> Article 3 (en preparation): Between Scylla and Charybdis: A sensory-affective double
avoidance conditioning procedure (SADAC) to assess the multidimensional aspects of pain

behaviors in rats

En résumé, mes travaux de these ont porté sur la compréhension fine des mécanismes de codage de
I'information thermique par les neurones WDR de la moelle épiniere. Cette analyse a été effectuée
chez des animaux sains et hypersensibles a la douleur suite a une SMN. L'utilisation d’un test
comportemental développé au sien du laboratoire m’a permis de mesurer I'impact émotionnel et
cognitif des douleurs au-dela de l'aspect sensori-discriminatif. Cette approche montre que les
informations ascendantes codées par les neurones WDR subissent de nombreuses modulations
potentielles avant la mise en forme d’un comportement adaptatif. Dans les modéles de douleur, un
dysfonctionnement adaptatif sur les composantes émotionnelles et cognitives semble étre intéressant

pour rendre compte de la chronicisation des douleurs.
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Dans cette partie sont décrites les procédures et méthodes utilisées tout au long de ce travail de these.
Les expérimentations animales ont toutes été effectuées aprés obtention d’une autorisation nationale
(plateforme APAFIS) aprés examen par un comité d’éthique labélisé (dans notre cas, le CREMEAS :
comité régional d’éthique en matiere d’expérimentation animale). Les hébergements et
expérimentations ont eu lieu dans des locaux agréés, au sein du chronobiotron (UAR 3415,
établissement d’élevage et d’hébergement) et de I'unité CNRS UPR 3212 (Institut des Neurosciences
Cellulaires et Intégratives). Les articles dans lesquels les méthodes ont été utilisées sont annotés tout
au long du texte. Plusieurs tests et procédures ont été développés au sein du laboratoire. C'est le cas

du test du SADAC qui fait I'objet de I'article 3 de cette these.

A. Modeles animaux

Les animaux utilisés pour ces travaux de thése sont des rats Wistar (article 1) ou Sprague-Dawley
(article 2 et 3) adultes (P45-P60). Dans nos conditions expérimentales, les rats sont hébergés dans les
cages par groupes de 3 ou 4 individus. Les cages sont enrichies avec du bois a ronger et un tunnel en
carton. Ils ont un acceés libre a la nourriture et I'eau, et sont soumis a un cycle lumiére/obscurité de
12h (allumage a 7h). La piéce de stabulation est maintenue a 22°C, a un pourcentage d’humidité de

4515%.

1.  Stress précoce : La séparation maternelle néonatale

= Article 2

Pour la séparation maternelle néonatale (SMN), les nouveau-nés sont retirés de la cage de la meére
pendant 3 heures du 28™ au 12°™ jour postnatal. Ils sont placés dans une cage isolée avec de la sciure
propre et sous une lampe chauffante afin d’éviter toute hypothermie. Tous les petits d’une portée sont
séparés en méme temps. Lors du sevrage (a 21 + 1 jours), les rats sont séparés selon leur sexe et
hébergés par groupes de 4 dans des cages enrichies avec du bois a ronger et un tunnel. Dans nos
expériences, les animaux ayant subi une séparation maternelle sont comparés a des rats de portées
contrdles (CTRL), maintenus en contact avec la mére pendant la période post-natale jusqu’au sevrage.
Ce modele a été utilisé initialement pour montrer I'impact de I'environnement sur le mise en place de
I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien dans la réaction au stress (Plotsky & Meaney, 1993). |l est
tres largement utilisé pour induire des conséquences hypersensibles nociceptives et psychosociales

(Melchior et al., 2021).
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2. Induction d’une douleur neuropathique : Construction chronique du nerf sciatique

= Article 3
Initialement développé par Mosconi & Kruger a la fin des années 90, ce modeéle a été par la suite adapté
a la souris au sein de notre laboratoire pour étudier les conséquences antidépressives des états

douloureux persistants (Benbouzid et al., 2008).

Le modele consiste a installer un petit tube de polyéthylene (le « cuff ») sur la branche principale du
nerf sciatique afin que celui-ci exerce une pression calibrée, similaire entre les animaux du méme
groupe (Mosconi & Kruger, 1996). Pour cela, les animaux sont rapidement anesthésiés a l'isoflurane
(induction a 4%) et une injection sous-cutanée de lurocaine/bupivacaine (2mg/kg et 2.5mg/kg
respectivement) est effectuée a I'endroit ol la peau sera incisée. L'anesthésie est réduite a 3%
d’isoflurane et, en conditions d’asepsie, I'lanimal est placé sur une surface de chirurgie maintenue a

température physiologique.

Figure 23 : Modéle neuropathique du « cuff »
Images montrant quelques étapes de la chirurgie d’implantation du manchon de polyéthylene (CUFF) sur le
nerf sciatique, en comparaison avec le nerf exposé sans pose du cuff (SHAM).

La patte postérieure droite est rasée et une incision de 1 cm du plan cutané externe est effectuée a
I'aide d’un scalpel au niveau de la cuisse (voir image ci-dessous). A I'aide de deux cure-dents humidifiés
avec une solution physiologique et préalablement stérilisés (autoclave), le tronc commun du nerf
sciatique est dégagé. Le manchon de polyéthylene (longueur 2 mm, diameétre interne 0.86 et externe
1.27mm), incisé dans sa longueur, est posé autour de la branche principale du nerf sciatique. Le
diameétre du manchon et I'épaisseur de celui-ci permettent d’obtenir une pression sur le nerf sciatique.

La plaie est ensuite suturée. Ces animaux appartiennent au groupe « cuff ». Les animaux du groupe
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pseudo-opéré « sham » subissent la méme procédure, mais le manchon n’est pas placé autour du nerf

(voir image ci-dessous).

A la suite de la chirurgie, les animaux du groupe cuff vont rapidement développer une hypersensibilité
durable vis-a-vis des stimulations nociceptives mécaniques et vis-a-vis du froid non nociceptif. Les
hypersensibilités observées sont comparables aux symptémes douloureux observés dans d’autres
modeéles animaux de compression/lésion du nerf sciatique et dans les neuropathies en clinique
humaine. Ce modele permet d’induire une hypersensibilité mécanique et thermique au froid qui

persiste pendant au moins 40 jours chez le rat (Aouad et al., 2014).
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Figure 24 : Hypersensibilités nociceptives des rats « cuff »

Evolution des seuils de sensibilité aux stimulations mécaniques nociceptives (en gramme) et au
refroidissement non douloureux par évaporation de I'acétone (score comportemental) chez des rats ayant
un nerf sciatique droit (e.g. ipsilateral) avec cuff ou sans cuff (sham). Les images de droite montrent la
procédure de mesure. Les mesures présentées ici sont décrites plus bas dans la section méthodologique
(Aouad et al., 2014).

57



3. Induction d’une douleur inflammatoire : injection intraplantaire de CFA

= Article 3

Le modéle d’inflammation douloureuse par injection intraplantaire d’adjuvant complet de Freund
(CFA) a été utilisé pour la premiere fois par ladarola et collaborateurs en 1988 (ladarola et al., 1988).
Jusqu’a cette date I'injection de CFA était effectuée de maniere systémique (modele de polyarthrite)

ou dans l'articulation du genou (modéle de monoarthrite).

NaCl

Figure 25 : Modele inflammatoire au CFA

Sur ces photographies prises 2 heures apreés les injections intraplantaires de solution saline (A) ou de CFA (B)
dans la patte droite des rats, I'inflammation est rapidement visible par I'cedeme de la patte injectée. Les
image de droite sur chaque panneau ont été prises par une caméra thermographique. Elles montrent la
température de surface des animaux (en fausses couleur) : bleu, plus froid que la température physiologique ;
jaune-rouge température physiologique de surface, blanc : hyperthermie. Données non publiées P. Poisbeau.

Sur un animal anesthésié a 'isoflurane 3%, un volume de 100 uL de CFA (Sigma-Merck, Allemagne) est
injecté dans la patte arriere droite. Cette injection se traduit trés rapidement par une inflammation
qui persiste quelques jours (voir figure ci-dessous). Ceci s’"accompagne par un cedéme de la patte bien
visible et une hypersensibilité nociceptive vis-a-vis des stimulations mécaniques et thermiques au

chaud qui persistent au-dela d’une semaine.

B. Evaluation comportementale
1. Mesure de la sensibilité nociceptive somatique
= Article 2
a) Pince Calibrée

Mesure de I’hypersensibilité mécanique : Elle est effectuée a I'aide d’une pince calibrée associée a une
jauge de contrainte qui mesure les pressions a la pointe. Avec cette pince, une pression croissante est
exercée sur la patte de postérieure du rat alors qu’il est maintenu légerement en place sur un plan de
travail, les yeux couverts par un tissu. Lorsque la pression devient désagréable, I'animal retire sa patte

et la valeur de pression correspondante est notée. Cette mesure du seuil nociceptif mécanique est
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effectuée trois fois de suite et la valeur moyennée est utilisée pour les analyses. Les animaux sont
habitués a la manipulation et au test de pince au moins trois jours avant de démarrer les

expérimentations.

Figure 26 : Test de la pince calibrée
Images de la pince calibrée, du boitier de mesure et de la procédure permettant la mesure du retrait de la
patte du rat en appliquant une pression croissante (Luis-Delgado et al., 2006).

b) Plaque Froide/Chaude
Mesure de I’hypersensibilité thermique : L’ utilisation d’une plaque chaude pour évaluer la nociception
thermique date de 1944 (Woolfe & Macdonald, 1944). Cette approche a également été étendue au
froid pour mesure les hypersensibilités liées a la présence d’une douleur neuropathique (Bennett &

Xie, 1988).

Pour cette évaluation, une plaque métallique est chauffée a 52°C (chaud nociceptif) ou 0°C (froid
nociceptif). L’animal est placé sur la plaque et un chronometre est déclenché jusqu’a observation du
premier comportement nociceptif (généralement retrait d’'une patte arriere ou comportement de
Iéchage). La latence de ce premier comportement est considérée comme le seuil nociceptif thermique.
Un temps limite (Cut off) est fixé a 30 secondes et si 'animal ne réagit pas, il est retiré du dispositif afin
d’éviter tout dommage tissulaire. Dans ce cas, le temps limite de 30 secondes est reporté pour

I'analyse.

Il existe plusieurs variantes de ce test dans la littérature. Parmi ces outils intéressants, les rampes de
températures, dans le froid ou le chaud dynamiques ont permis de mesurer les comportement

hyperalgésiques et allodyniques, en plus de seuils de nociception (Yalcin et al., 2009).
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c) Test de Hargreaves (plantar™)

Mesure de I’hypersensibilité thermique par la méthode de Hargreaves: Ce test a été initialement
caractérisé par Hargreaves a la fin des années 1980 (Hargreaves et al., 1988). Les animaux sont placés
dans une boite de Plexiglas sur une surface qui conduit la chaleur. Aprées une habituation au dispositif
de 15 minutes, une source de chaleur radiante est placée sous les pattes des animaux. La latence
requise pour que I'animal retire sa patte est considérée comme le seuil nociceptif. La mesure est
effectuée trois fois par pattes de maniére alternée et les mesures sont moyennées. Le cut-off est fixé

a 30s.

Figure 27 : Tests nociceptifs au chaud

Image représentant le dispositif de plaque chaude/froide (A) et celui du Plantar™ (B). Dans les deux tests, les
animaux sont placés dans une arene de plexiglass et soumis a une stimulation thermique jusqu’a observation
d’un comportement nociceptif. Pour la plaque, il consiste a chauffer ou refroidir la plaque sur laquelle repose
I'animal. Pour le Plantar™, la stimulation est effectuée par une source de lumiére radiante qui atteint la
surface plantaire de la patte a travers un plancher en matériaux transparent conducteur. Le seuil nociceptif
correspond dans ces tests a la latence nécessaire pour observer un retrait de la patte ou un comportement
nociceptif (Iéchage, flinching, saut...).

d) Test a l'acétone
Mesure de I'allodynie au froid : Le test d’évaporation de |'acétone consiste en I'application d’une
goutte d’acétone sur la face dorsale d’une patte arriére de I'animal. L’acétone s’évapore et refroidit la
patte. Les températures cutanées atteintes ne sont jamais nociceptives ce qui a permis dans I'article
original présentant cette méthode, de révéler la présence d’une allodynie au froid dans un modele de

neuropathie ol les branches L5-L6 du nerf sciatique sont ligaturées (Yoon et al., 1994).

La mesure de la nociception repose sur un score comportemental. Apres une période d’habituation de
20 minutes, les animaux sont observés pendant 60 secondes aprés application de 'acétone et leur

comportement est scoré suivant une échelle de 0 a 5 selon les observations suivantes : 0 = pas de
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réaction, 1 = retrait bref ou reniflement, 2 = saut, ou secouage de la patte stimulée, 3 = multiples
retraits ou secouages, 4 = retrait vif, |échage, secouage ou saut prolongés, 5 = protection de la patte
(comportement de « guarding »). Les deux pattes sont testées et chaque stimulus est appliqué trois
fois sur chaque patte, avec un intervalle minimal de 5 minutes. Les scores sont additionnés et

moyennés (score maximum de 15 par patte).

2. Test de conditionnement de double-aversion

= Article 3

Ce test consiste a mettre I'animal face a deux situations aversives, une lumiere intense et I'exposition
a une température chaude nociceptive. Il se réalise dans une enceinte de plexiglas similaire a celle
d’une boite claire/obscure. Dans le modéle d’appareil utilisé, les enceintes cylindriques en plexiglas
(hauteur : 25,5 cm, diametre : 20 cm) sont reliées entre-elles par un petit passage libre d’acces. Un
compartiment est éclairé d’'une lumiere forte et aversive (120 lux), et I'autre, entouré d’un film
plastique rouge qui reproduit un environnement obscur. Les rats utilisés dans nos études ne voient pas
le rouge ce qui constitue pour I'animal un compartiment « noir ». L’avantage pour I'expérimentateur
est qu’il peut observer, filmer et scorer le comportement des animaux. Les deux compartiments sont
placés sur une double plaque, utilisée habituellement pour faire de la préférence de place thermique

(Ugo-Basile, Italie).

La procédure de 10 minutes comprend une premiere période de 5 minutes d’habituation ou la
température des deux sols est fixée a 25°C (proche de la température ambiante). Au bout de ces 5
minutes, une rampe thermique commence dans le compartiment noir entre la température initiale de
25°C et celle de 52°C (vitesse de rampe : 7°C/min). En chauffant le compartiment noir dans la gamme
nociceptive, I'animal doit donc résoudre un conflit entre I'aversion envers le compartiment lumineux

et la motivation d’échapper a une stimulation menagant son intégrité.
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Figure 28 : Image du « Sensory Affective Double Avoidance Conditioning » test et de la
procédure

Le comportement des animaux est filmé et scoré manuellement, en notant les températures
d’apparition des premiers comportements nociceptifs, celles d’échappement au compartiment
chauffé (compartiment sombre), et le temps passé dans chaque compartiment durant toute la durée
du test. La température nociceptive de 42°C est atteinte a la 7°™ minute. Aprés une heure, le test est

réitéré avec les mémes animaux afin d’évaluer I'effet de conditionnement.

Pour le test au froid, le paradigme a d( étre modifié car I'appareil ne pouvait pas atteindre les
températures froides aussi rapidement que les températures chaudes. Le refroidissement du
compartiment sombre démarre a partir de la 5™ minute (comme pour le chaud) jusqu’a la 18
minute, lorsque le sol atteint 0°C (soit une vitesse de refroidissement de 3°C /min). Le seuil nociceptif

au froid, considéré a 15°C, il est atteint aux alentours de la 13°™ minute.

Le temps limite de résidence dans le compartiment chauffé (ou refroidi) a une température nociceptive
a été préalablement fixé a 30 secondes. Il faut noter ici que les animaux testés dans ce travail ne sont

jamais restés jusqu’a cette limite.

C. Traitements pharmacologiques pour le test du SADAC

= Article 3

1. Injections

Sous cutanées : Les injections sous-cutanées sont réalisées avec une aiguille 26G. Les animaux sont
placés dans un linge afin de limiter tout stress. La peau de I'animal est soulevée au niveau du flanc afin
de réaliser un pli, et I'aiguille est insérée de fagon parallele au corps de I'animal pour procéder a

I'injection.
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Intrapéritonéale : les injections intrapéritonéales sont réalisées avec une aiguille de 25G. Celle-ci est

insérée dans le cadran inférieur droit ou gauche de I'abdomen avec un angle de 45°C.

2. Molécules injectées
Le diazepam (DZP ; TVM , CENTRAVET, Nancy) a été dilué dans une solution saline (NaCl 0.9 %) pour
atteindre une dose de 1mg/kg. Cette dose a été injectée de maniére sous-cutanée (s.c.) a un volume

final de 20uL avec une seringue Hamilton, 20 minutes avant le test.

L’Etifoxine (ETX ; 2-ethylamino-6-chloro-4-methyl-4-phenyl-4H-3,1-benzoxazine hydrochloride) a été
fournie par les laboratoires Biocodex (Biocodex, Gentilly, France, batch n°562). L'EFX a été préparée
dans une solution saline (NaCl 0.9 %) contenant 1% de Tween 80 (v/v; Merck, France) aprés
dissolution dans 1.5 % d’éthanol. La solution d’EFX a été injectée par la voie intrapéritonéale (i.p. ;
volume 0.5 mL/100 g) a une dose de 50 mg/kg, une fois par jour et pendant deux jours avant le test.
La troisieme et derniere injection a été réalisée 20 minutes avant la procédure de SADAC. Les animaux

contrdles ont recu un volume équivalent de solution saline.

D. Enregistrements électrophysiologiques

" Article 1 et2

1. Chirurgie

Durant toute la durée de la chirurgie et des enregistrements électrophysiologiques, les rats sont placés
sous une anesthésie gazeuse a l'isoflurane (induction a 4%, chirurgie a 3%, enregistrement a 1.5%), sur
une couverture chauffante (37°C). La chirurgie démarre lorsque I'animal est aréflexique : absence du

réflexe de retrait de la patte et de la queue, absence de réflexes oculaires et immobilité des vibrisses.

Une laminectomie est effectuée au niveau lombaire (L3-L5) permettant d’exposer la surface dorsale
de la moelle épiniere. De I'agar est coulé autour de la fenétre d’ouverture afin de protéger les tissus,
et de créer une chambre opératoire ouverte au niveau de la moelle exposée. Cette derniére est
recouverte d’huile minérale pour prévenir la déshydratation et permettre les enregistrements
électrophysiologiques. Les enregistrements sont effectués a I’'aide d’'une micro-électrode en tungstene
de 10um de diametre a la pointe et de résistance 10MQ. L’électrode de référence est placée dans

I’agar au contact du liquide céphalo-rachidien.

Les variations de potentiel détectées a proximité du neurone enregistré sont filtrées pour des
fréquences supérieures a 3kHz et inférieures a 300Hz. Le signal, débarrassé des fréquences parasites
a 50hz est ensuite converti en signal digital a I'aide d’une carte d’acquisition pour étre visualisé, analysé

et stocké par un ordinateur équipé du logiciel Spike2. Le signal est également visualisé par un
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oscillateur et est transformé en son par un filtre audio. La fréquence d’échantillonnage est fixée a

10kHz.

Les neurones d’intérét sont les neurones WDR situés dans les couches profondes de la CDME (entre
400 et 1000um de profondeur). lls sont sélectionnés sur la base de leurs réponses aux stimulations

mécaniques nociceptives et non-nociceptives, puis sont testés pour des stimulations thermiques.

()

Isoflurane 1,5%

@)

Figure 29: Dispositif expérimental permettant les enregistrements électrophysiologiques

extracellulaires

Représentation schématique (gauche) et photographie (droite) de la préparation expérimentale. L’animal est
anesthésié a I'isoflurane (1), maintenu sur le cadre stéréotaxique par des barres d’oreilles (2). La moelle épiniere
lombaire est exposée (3) et protégée par de I’huile minérale, et la colonne vertébrale maintenue par des pinces
vertébrales (4). L'électrode de référence (5) est placée dans I’agar tandis que I'électrode d’enregistrement (6)
est descendue dans la corne dorsale de moelle épiniéere a I'aide d’'un micromanipulateur électrique. Une fois
une cellule identifiée, son champ récepteur peut étre stimulé (7, stimulations électriques, mécaniques ou
thermiques).

2. Protocoles de stimulation

Mécanique : une fois CR identifié sur |la patte postérieure de I'animal, différents types de stimulations
mécaniques sont effectuées : a I'aide d’un pinceau (brush), d’une pression appliquée par le doigt
pendant 3 secondes (press), ou a I'aide d’une pince (pinch, pendant 3s). Les stimulations mécaniques
comprennent également I'application de la gamme des filaments de von Frey (fVF; de 4g a 300g)

jusgu’a obtention d’une courbure du filament.

Thermique au chaud et au froid : les stimulations thermiques ont été effectuées a I'aide d’un dispositif

(TCSII, QST, Strasbourg) pourvu de 5 mini-thermodes (8mm?) a effet Peltier ultra rapide appliquées sur
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le CR de la patte arriere. Une stimulation individuelle sur chaque mini-thermode permet de cibler
précisément quelle thermode est au contact du CR. Une fois la/les électrodes d’intérét identifiées,

plusieurs types de protocoles de stimulation sont effectués :

Stimulation unique (SU) : une stimulation de 52°C ou 0°C pendant une durée de 250, 500, 700 et
1000ms (rampe de 300°C/s). Ce protocole permet de mesurer la latence d’apparition du premier PA

et la fréquence de décharge (en Hz) pendant et apres la stimulation (post-décharge).

Stimulation en rampe lente (RC/RF) : rampe allant de la température neutre (30°C — température de la
surface cutanée) a 52°C ou 0°C, a une vitesse respective de 3°C ou 4°C/s pendant 7,5s. Le seuil de
température d’activation des neurones sensoriels et le nombre de PA ont été mesurés pendant la

durée de la stimulation.

Stimulation répétée (SR) : a partir de la température de 30°C, 30 stimulations ultra-rapides a 52°Cou a
0°C ont été appliquées a une fréquence de 1Hz. La fréquence en PA/s est mesurée pendant les 30

secondes de stimulation.

Courbe de réponse au chaud et au froid : a partir de la température neutre (30°C), une stimulation de
5 secondes a différentes températures (0°C, 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C et 52°C)
est appliquée (vitesse de rampe : 300°C/s). La fréquence de décharge pendant ces 5 secondes est

mesurée.

Figure 30 : Thermode de stimulation micropeltier TCSII (a) utilisée dans ce travail et
photographie illustrant la taille d’une zone de stimulation (8mm?) par rapport a la taille de la
patte arriere d’un rat adulte.
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Table 1 : Protocoles de stimulations thermiques et parameétres mesurés

Chaud Froid Paramétres mesurées
Stimulation unique 52°C 0°C Latence au premier PA
Vitesse : 300°C/s Vitesse: 300°C/s Fréquence de décharge
Durée : 250, 500, 750, Durée : 250, 500, 750,
1000ms 1000ms
Rampe lente 30°C ->52°C 30°C ->0°C Seuil d’activation

Stimulations répétées

Vitesse: 3°C/s
Duration: 7.5s

30 X
uniques
Fréquence: 1Hz

Stimulations

Vitesse: 3°C/s
Duration: 7.5s

30 x Stimulation unique
Fréquence: 1Hz

Fréquence de décharge

Fréquence de décharge

Courbe de réponse au Températures: 30, 35, Températures: 20, 15, Fréquence de décharge
chaud et au froid 40, 45, 52°C 10, 5, 0°C
Durée: 5s Durée: 5s
3. Analyse électrophysiologique

Les enregistrements et I'analyse de la réponse électrophysiologique des neurones ont été effectués

avec le logiciel Spike 2. Ce logiciel permet la détection et la différenciation des différents potentiels

d’action détectés par I'électrode d’enregistrement selon leur forme et leur amplitude. Il permet donc

de faire la distinction entre I'activité de plusieurs neurones si le signal recu est multi-unitaire.

Pour arriver a cette analyse, le signal brut est filtré pour identifier I'activité de chaque neurone

individuel et est analysé (latence d’apparition du premier potentiel d’action apres stimulation, nombre

de potentiels d’action émis durant la stimulation etc.)
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Figure 31 : Exemple de trace électrophysiologique filtrée par Spike 2
Le logiciel permet la détecter et de différencier les différents potentiels d’action (a,b). (c) Les traces brutes

(grisées) et filtrées (colorées) sont représentées avec I'histogramme représentant le nombre de potentiels
d’action détectés apreés la stimulation (ici, stimulation chaude a 52°C pendant 1s)
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Figure 32 : Analyse individuelle des deux neurones détectés

Les traces filtrées sont individuellement analysables afin d’évaluer la réponse de chaque neurone unitairement.
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E. Mesure de I'expression des genes par RT-gPCR

Les GRD des segments lombaires et la moelle épiniere lombaire ont été récupérés dans une
préparation guanidine thiocyanate/B-mercaptoethanol avec du ultraturax et conservés -80°C. Les
ARNs sont ensuite extraits en suivant le protocole de Chomczynski and Sacchi (Chomczynski & Sacchi,
1987) qui consiste en deux extractions totales et indépendantes des ARN, séparées par un traitement
a la DNAse |. Pour I'analyse, 800ng RNA ont été « reverse-transcrit » avec le kit de iScript. La PCR
guantitative a été effectuée en utilisant SYBR Green Supermix. Les amplifications ont été faites sur 42

cycles (20s a 95°C, 20s a 60°C a 20s at 72°C).

La standardisation a été faite en utilisant des courbes standards faites d’une série de dilution
d’échantillon. Les données d’amplification sont illustrées sous la forme d’une expression relative du
géne, un ratio entre la concentration d’ADNc du géne d’intérét et de celle du géne de ménage. Le gene
de ménage sélectionné est le géne ubiquitaire de la Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase (HPRT)

étant donné que ses transcrits sont extrémement stables dans les différents échantillons.

Les amorces pour tous les genes d’intérét ont été désignés en utilisant les programmes Oligo6.0 et M-
fold. Les échantillons ont été dispensés avec précision en utilisant une paillasse robotisée (Freedom
EVO100; Tecan, Lyon, France) et I'efficacité de I'amplification donnée selon des courbes standard était
toujours proche de 100% (+2%), tandis que la spécificité de I'amplification a été évaluée par une courbe

de fusion.

Table 2 : Amorces des genes d’intérét

Nom de géne Amorce (a 'endroit et a 'envers)  Référence NCBI Région Taille de 'amplicon (bp)

PIEZO2 CGGCAATTCTTCTATGACCT 6739-6836 98
ATGATGATGAAGTCCACGGTG XM032885462

TRPA1 TTGCAAAGAAGTGGTCCAAA NM207608 2364-2471 108
GGCAACACGAAGATCATACTG

TRPM8 AGTTTGTCCGCCTCTTCCTG NM134371 1453-1551 98
CTAGGGTGCTGAAGTGGGTG

TRPV1 GGGCATCTATGCTGTCATGAT NM031982 1766-1852 87
AATCCAAACAAGAACACGAGG

NKCC1 GGGCCTCCTCACACGAAGAA NM019229 2047-2138 91
TGAGGAGCCGAGGGTACTTCA

KCC2 ACTACAGCTGGCCACCTCGC NM134363 9507-2593 86
ATGCTGCCCTCAGAGAAACGC

HPRT TGGTGAAAAGGACCTCTCGAA NM012583 557-647 91

TCAAGGGCATATCCAACAACA




F. Analyses statistiques
Les analyses et graphiques ont été effectués avec le logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,
Inc, Californie, Etats-Unis). Les données sont exprimées sous forme de moyenne + erreur standard de
la moyenne (SEM). Un test de normalité de Shapiro-Wilk ou d’Agnostino-Pearson a été effectué avant
les tests. En cas de normalité, des tests paramétriques ont été utilisés (test t de Student non apparié,
ANOVA a deux facteurs, test de Kolmogorov-Smirnov ). En I'absence de distribution normale des
données, des tests non paramétriques ont été utilisés (test de Mann-Whitney ou de Wilcoxon).

Le seuil de significativité a été fixé a 5%.
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[1l. RESULTATS




A. Article 1 : L'intégration spinale de stimulations nociceptives chaude
des froides par les neurones a large bandes passantes chez le rat
anesthésié

Introduction : La détection des informations thermiques chaudes et froides est cruciale pour
I’adaptation d’un organisme a son environnement. En périphérie, les messages nerveux correspondant
a la détection moléculaire du chaud et du froid nociceptif, sont majoritairement détectés par les
canaux de la famille des TRP (pour « transient receptor potential ») exprimés par les neurones
sensoriels. Ces informations sont transmises, via des synapses sensorispinales, aux neurones de la
corne dorsale de la moelle épiniere qui forment un réseau encore mal connu. Aprés intégration et
modulation, les informations convergent vers les neurones a projection supraspinale qui se chargeront
de faire remonter I'information vers les structures encéphaliques de la matrice douloureuse. Le but
de cette étude a été de caractériser de maniere fine le role des neurones WDR des souches profondes

de la CDME dans l'intégration d’informations thermiques chaudes et froides.

Résultats principaux : Chez le rat adulte, j'ai effectué une caractérisation électrophysiologique des
propriétés d’intégration des neurones WDR des couches profondes la moelle épiniere qui regoivent
des informations tactiles, proprioceptives et nociceptives mécaniques. La majorité des neurones,
identifiés selon leur sensibilité mécanique, ont répondu au chaud, et la moitié de ces neurones ont
également répondu au froid. De maniere intéressante, ces neurones semblent étre nociceptifs
spécifiques pour le chaud, c’est-a-dire qu’ils ne sont activés que pour des températures supérieures a

42°C tandis que leur activation au froid, lorsqu’elle existe, s’étend sur une gamme plus diffuse.

Les neurones WDR présentent également une intégration différente des informations nociceptives
chaudes et froides : leur réponse au froid est plus rapide et adaptative (i.e atteint un plateau de
décharge de potentiel d’action suivi d’'une désensibilisation de la réponse), tandis que la réponse au
chaud est proportionnelle a I'intensité de la stimulation (i.e augmentation de la fréquence de décharge
qui augmente avec la température). Les neurones WDR étant a « large bande passante », cette
différence d’intégration pourrait directement refléter les propriétés de codage des fibres afférentes
primaires qui convoient les informations aux neurones spinaux. Dans cette hypothése et compte tenu
des délais observés, la réponse au froid serait majoritairement prise en charge par les fibres Ad et les

informations chaudes par les fibres C.

Contribution de I'auteur : jai effectué toutes les expériences décrites, a I’exception de la modélisation

de la température au niveau de la surface cutanée et des nocicepteurs.
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Abstract \
Introduction: Early neuronal processing of thermal noxious information relies mostly on molecular detectors of the transient
receptor potential family expressed by specific subpopulation of sensory neurons. This information may converge to second-order
wide-dynamic-range (WDR) neurons located in the deep layer of the dorsal horn of the spinal cord.

Method: Using a micro-Peltier thermode thermal contact stimulator Il delivering various cold and hot noxious stimulations, we have
characterized the extracellular electrophysiological responses of mechanosensitive WDR neurons in anesthetized adult male and
female Wistar rats.

Results: Most of the WDR neurons were activated after hot and cold noxious stimulations, at mean temperature thresholds
corresponding to 43 and 20°C, respectively. If the production of action potential was not different in frequency between the 2 thermal
modalities, the latency to observe the first action potential was significantly different (cold: 212 ms; hot: 490 ms, unpaired Student ¢-
test: t = 8.041; df = 32; P < 0.0001), suggesting that different fiber types and circuits were involved. The temporal summation was
also different because no facilitation was seen for cold noxious stimulations contrary to hot noxious ones.

Conclusion: Altogether, this study helps better understand how short-lasting and long-lasting hot or cold noxious stimuli are
integrated by mechanosensitive WDR neurons. In our experimental conditions, we found WDR neurons to be nociceptive specific
for C-fiber—-mediated hot stimuli. We also found that cold nonnoxious and noxious information, triggered at glabrous skin areas, are
likely taken in charge by A-type sensory neurons. This study will be helpful to establish working hypothesis explaining the thermal

pain symptoms displayed by animal models and patients in a translational extent.
Keywords: Nociception, In vivo electrophysiology, Thermosensitivity, Pain, Cutaneous nociceptors

1. Introduction

In the nervous system, interoceptive and exteroceptive nocicep-
tive stimuli are detected and coded by sensory neurons
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innervating tissues and organs. These stimuli are of various
nature and intensity, such as mechanical deformation, heat, cold,
or irritation caused by chemicals. Regarding thermal modalities,
the molecular detection is mostly performed by the transient
receptor potential (TRP) ion channel superfamily.® If the gating
mechanism is still unclear, it seems that nonselective cationic
TRP ion channels are activated thanks to an allosteric coupling
between protein modules, respectively, sensitive to temperatures
and voltage changes.?* This proposal also explains well the
voltage-dependent influences on the TRP channel function and
temperature thresholds. The thermal sensitivity of these TRPs in
the skin is quite exceptional because they are capable of coding
hot or cold temperature changes of less than 1°C.%° Since the
discovery of the transient receptor potential vanilloid type 1
(TRPV1), which is activated by temperature higher than 42°C and
capsaicin, an active ingredient in chili,® several thermosensitive
TRPs have been characterized in mammalian sensory neurons. In
the 7 families of TRPs, thermosensitive channels are found in the
ankyrin subtype (TRPAT1), vanilloid set (TRPV1-4), canonical type
(TRPCS5), and melastatin subtype (TRPM2-5 and TRPM8).°
Heat threshold triggering activation of TRPV1, through
temperature sensor domains which include the distal half of the
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C terminus,®® is found at temperature values around 42°C.°

TRPV1 is expressed by half of the dorsal root ganglion sensory
neurons and by 75% of small diameter unmyelinated C-type
neurons which represent most of the nociceptive-specific
neurons.'® Transient receptor potential vanilloid type 2 are also
activated by noxious hot temperatures exceeding 52°C but are
mostly expressed by some Ad-type sensory neurons.? In
comparison with TRPV1 and TRPV2, TRPV3 and TRPV4 seem
to be involved in the thermal detection of nonnoxious hot
temperature because their activation can be seen in the
nonnoxious range, starting at 20 and 32°C for TRPV3 and
TRPV4, respectively.'® Although TRPV3 can be involved in the
detection of temperature around 40°C, it is unlikely that TRPV3
and TRPV4 play a major role in thermal nociception.2°

The nociceptive cold threshold in humans can be reached
when temperatures are generally below 15°C."° Two subpopu-
lations of sensory neurons seem to be involved. The first
subpopulation is made of nociceptors expressing the type 8
melastatin  TRP channel (TRPMS8). They are activated by
temperatures below 25°C or by natural substances inducing a
sensation of cold, such as menthol or icilin.?” The second
neuronal population is expressing the type 1 ankyrin TRP channel
(TRPA1). They also express TRPV1 and are activated at
temperatures below 17°C or by chemicals inducing a sensation
of burning like with allyl isothiocyanate, the active component of
mustard, horseradish, and wasabi.®® This TRPA1-TRPV1 coex-
pression could explain the feeling of burning induced by noxious
cold stimuli.

Although the mechanisms underlying thermal sensitivity have
been greatly studied in primary sensory neurons, the integration
of such information in the spinal cord or in supraspinal centers is
far less understood. The local microcircuits processing this
thermal information in the superficial dorsal horn of the spinal cord
are still under investigation.?! One of the first study that attempted
to establish a characterization of thermal response in the spinal
cord proposed a classification of neurons dependent on their
activity in response to mechanical, hot, and cold stimuli; class 1
units were responsive to innocuous stimuli but not nociceptive,
class 2 units responded to both innocuous and nociceptive
stimuli, and class 3 units only to nociceptive stimuli. Only class 1
and class 2 units were heat responsive and were further divided
into (1) warming neurons activated by temperature below 42.5°C,
(2) warming or noxious units activated by temperature below
42.5°C but with peak activity at higher temperatures, and (3)
noxious units activated above 42.5°C. All heat responsive units
were also activated by cooling, but a specific characterization of
the cold response was not conducted.?® In this study, thermal
responsive neurons were located in laminae |, IV, and V. Early c-
fos studies also investigated the spinal integration of cold or hot
noxious stimulation. They showed that after noxious heat, 57% to
69% of lamina | NK1 receptor-expressing projection neurons
expressed c-fos and that the proportion did not differ between the
different morphological groups of neurons (pyramidal, fusiform,
and multipolar cell). However, noxious cold activated mostly
multipolar neurons and only a small portion of fusiform or
pyramidal cells.®* A previous study on cats also reported that
pyramidal cells responsed to innocuous cooling, fusiform and
multipolar cells responsed to noxious heat, and only multipolar
cells responded to noxious cooling.'® The intensity of c-fos
expression in the spinal cord in response to noxious cold was
showed to be intensity dependent and was absent or very small
for temperatures above —10°C." Dado et al. recorded spinal
neurons of the spinothalamic tract and showed that 86%
responded to noxious heat and 29% to cooling with a threshold
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at 29.1°, with a majority responding to both noxious and innoxious
cold.” Concerning wide-dynamic-range (WDR) neurons, their
response to noxious heat and cold was previously investigated by
Khasabov et al.,?® who showed that 86% of WDR neurons
responded to both noxious heat and cold and 14% only to heat,
whereas 61% of high-threshold nociceptive-specific neurons
responded to both noxious modalities and 32% and 7% only to
heat and cold, respectively. They also showed that the mean cold
threshold of WDR neurons was higher that the one of high-
threshold neurons (~15 vs —0.6)).

Arecentin vivo calcium imaging study has been able to provide
further insights into the coding and processing of thermal stimuli
in the superficial layers.®"®® These data show a functional
difference in the processing of warming and cooling, as well as
at the response to noxious stimuli. Cold responses peaked during
the transient phase of the stimuli and then rapidly adapted,
whereas hot responses persisted during the whole stimulus.
These results seem to indicate that processing of the cold
response does not necessarily reflect the temperature of the skin
but rather its change of temperature, whereas the coding of heat
is absolute with little adaptation from the transducting fibers.

In this study, we have recorded WDR neurons in the deep
dorsal horn layers of the spinal cord (400-1000 wm) to
characterize their role in the processing of nociceptive and
nonnociceptive thermal information. More precisely, we recorded
mechanoresponsive WDR neurons and characterized their
integrative properties after thermal stimulation of peripheral
receptive field on the hind paw. Based on data from the
literature,3® we expected that these neurons would respond to
a convergence of both innocuous and noxious information, from
mechanical and thermal modalities. So far, characterization of
their integrative role for different modalities has been a challenge.
Thermal stimulations used were often too slow (water jet, water
bath, ice, or conducting metals) to evaluate thermal thresholds
(skin inertia bias) and not properly controlling the receptor field
local temperature.’® Here, we used stimulation (300°C/second)
with cold or hot noxious temperatures, with various duration
(short pulses, ramps, or sustained stimuli) while controlling the
surface skin temperature, granting a greater control over the
stimulation parameters. Thanks to this novel device, these
stimulations were applied on a small receptive field while
recording WDR neurons in the dorsal horn of the spinal cord
using extracellular recording in isoflurane-anesthetized adult rats.
Apart from testing the hypothesis that cold and hot information
from a given receptive field converge to WDR neurons, we
assessed the thermonociceptive-specific role of WDR neurons
and the relative contribution of C-type and A-type fibers in this
processing.

2. Material and methods
2.1. Animals

Adult male and female Wistar rats (aged P45-P60) were used for
this study. No differences were found between males and
females, so data were pooled (see supplementary Fig. 1, available
at http://links.lww.com/PR9/A144). Rats were housed in littered
cages, in atemperature-controlled room (22°C) at a hygrometry of
45 * 5%, under a 12-hour light—dark cycle (lights on at 7 am), with
ad libitum access to food and water. The experiments were
performed after a week of acclimatization in the animal facility. All
experiments conducted were approved by the regional ethical
committee  regarding animal experimentation  (APAFIS
#201706131614598) and complied to the ARRIVE guidelines.


http://links.lww.com/PR9/A144

6 (2021) €983

B12 3 4 5
mm-«%#m

| 200 uv

-

Thermode micro-Peltier TCS Il characteristics and its interest while
recording spinal wide dynamic range (WDR) neurons in vivo. (A) Image
illustrating the size of the stimulation zones (8 mm?) with respect to the adult rat
hind paw size. (B) Representative extracellular unit recording of a WDR neuron
in response to nociceptive hot (52°C, heating speed 300 °C/s; duration: 1
second) delivered by one of the 5 stimulation zone (numbered 1-5). The
corresponding receptor field for this WDR neuron overlaps on the third and
fourth stimulated areas. AP, action potential; TCS, thermal contact stimulator.

(o]

Number of AP
w

2.2. In vivo extracellular single-unit
electrophysiological recordings

We used an in vivo preparation for the extracellular single-unit
recording, as previously described.?? Rats were anesthetized with
isoflurane 4% pushed by pressured air at a flow rate of 700 mL/min
(Ventoflurane, Vibrac, Carros, France) and placed onto a stereo-
taxic frame equipped with a nasal mask to maintain anesthesia and
with an electrical warming blanket to keep a steady body
temperature (Ugo Basile, Rodent Warmer X1, Gemonio, ltaly).
Isoflurane was adjusted to 3% for the ensuing surgery which
started when the rat was areflexic. A laminectomy was performed
at the lumbar level (L3-L5). With the cervical and sacral vertebrae
firmly held, the meninges were carefully removed, the exposed
segment of spinal cord was covered with an isolating mineral oil to
prevent dehydration, and the anesthesia was adjusted to 1.5% for
the recordings. At the end of the experiment, animals were killed
with an overdose of anesthesia (isoflurane 5%).

Single-unit extracellular recordings were made from WDR
neurons located in the deep layers of the dorsal horn
(400-1000 pm) with a stainless steel microelectrode (FHC,
Stainless Steel, UE FK1, Bowdoin) lowered into the medial part of
the spinal cord by an electrical micromanipulator (Scientifica, IVM
1000, Uckfield, United Kingdom). Variations of potential were
amplified (DAM80, AC Differential Amplifier, WPI, Aston, United
Kingdom) and filtered for frequency superior to 3 kHz and inferior
to 300 Hz. Parasite frequencies were suppressed using a noise
eliminator (HumBug 50/60 Hz Noise Eliminator, WPI, Aston,
United Kingdom), and the resulting signal was digitized with an
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acquisition frequency of 10 kHz (Power 1401, CED, Cambridge,
United Kingdom) and processed by the Spike2 software (CED,
Cambridge, England). In the case of multicellular recordings,
unitary responses were isolated thanks to the Spike Sorting
Analysis Module of Spike2 software.

Neurons were selected on the basis of their response to
innocuous (light brush applied on the receptor field and light
pressure applied with the finger) and nociceptive (pinching with a
pair of forceps) mechanical stimuli and were then tested with
thermal stimuli. This not only allowed their identification as
convergent second-order neurons but also permitted to precisely
define the receptor field on the animal’s paw.

After a single thermal stimulation of the peripheral receptive
field, WDR neuron frequency of extracellularly recorded action
potential (AP) discharges was measured during 2 seconds,
corresponding to the duration of the stereotypical bursting
discharge of hot-sensitive neurons. To evaluate the activation
threshold temperature of stimulated sensory fibers, the latency to
observe the first AP was measured in response to a slow-heating
or slow-cooling ramp, from the neutral temperature (30°C) to 52 or
0°C, for noxious hot and cold modalities, respectively. The heating
ramp speed was of 3'C/second, whereas the cooling ramp speed
was of 4°C/second for a maximum stimulation duration of 7.5
seconds. The frequency of discharge for the duration of the
stimulation was also measured. When spontaneous activity was
already present, the mean baseline frequency before stimulation
was removed from the poststimulation data.

2.3. Wind-up protocol

Spinal WDR neurons recorded in the deep layer of the dorsal horn
are known to reproduce with fidelity the «wind-up» phenomenon
observed when repeated electrical stimulation (1 Hz) are applied
on C fibers. A similar protocol was used here for hot and cold
nociceptive stimuli (30 single stimuli, 1 Hz) to assess the C fibers
response to a sustained thermal stimulation. The frequency of
response of the neuron was calculated in Hz for the 30 seconds of
stimulation. This protocol was chosen to study the desensitization
of thermal responses as well as to potentially observe a facilitation
of the response such as the «wind-up» response resulting from
repeated electrical stimulation.

2.4. Stimulation thermode

Thermal stimulations were applied using a thermal contact
stimulator (TCS I, Thermal Cutaneous Stimulator, QST.Lab,
Strasbourg, France), allowing the stimulation of the cutaneous

Summary table of the stimulation protocols used in the study.

Hot

Cold Measured parameters

Single stimulation 52°C
Speed: 300°C/second
Duration: 250, 500, 750, and 1000 ms

0C Latency to first action potential
Speed: 300°C/second Frequency of discharge
Duration: 250, 500, 750, and 1000 ms

30->52°C
Speed: 3°C/second
Duration: 7.5 seconds

Slow ramp

30->0C
Speed: 3'C/second
Duration: 7.5 seconds

Activation threshold
Frequency of discharge

Sustained stimulation 30 X Single stimulation

Frequency: 1Hz

30 X Single stimulation
Frequency: 1Hz

Frequency of discharge

Temperatures: 30, 35, 40, 45, and 52°C
Duration: 5 seconds

Hot and cold response curve

Temperatures: 20, 15, 10, 5, and 0°C
Duration: 5 seconds

Frequency of discharge
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Figure 2. Proportion of wide dynamic range neurons responsive to hot, cold,
and mechanical stimuli. M, mechano; MCH, mechano-heat-cold; MH,
mechano-heat.

surface (minimum 8 mm?) with temperature ranging from O to
60°C. The heating or cooling rate could be adjusted from 0.1 to
300°C/second.”” The device we used provides 5 independent
stimulation areas of 8 mm? granting the possibility to perform very
precise stimulation to a slower heating or cooling ramp (Fig. 1). As
soon as the hind paw glabrous skin receptive field was identified
for given WDR neurons, we placed the thermode on the site until
the end of the recording. The different stimulatory procedures are
given in Table 1.

2.5. Statistical analysis

Graphs and statistics were generated with GraphPad Prism 6
(GraphPad software Inc, California). Data are expressed in mean
+ SEM. We used parametric tests (unpaired Student ¢ test) when
data were normally distributed. Normality was verified with the
D’Agostino—Pearson  omnibus normality test. If not, non-
parametric (Mann-Whitney) statistical tests were used. A P value
< 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Identification of thermal sensitive wide-dynamic-
range neurons

A total of 37 neurons were recorded. Among them, 5 non-
nociceptive neurons and 2 nociceptive-specific neurons were
excluded from the analysis. Of the remaining WDR neurons
responding to mechanical stimuli (n = 30), 83% were also
activated by noxious heat (MH: mechano-heat neurons, n = 25)
and 57% to cold and heat (MHC: mechano-heat-cold neurons n
= 17) (Fig. 2). All neurons that responded to cold stimuli also
responded to heat. Notably, very little to no basal activity as well
as no response to nonnociceptive thermal stimulation was
recorded.

3.2. Single thermal stimulation

In the first part of the work, a single stimulation was applied for a
duration of 250, 500, 750, and 1000 ms with an ultrafast heating
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at 52°C or cooling at O°C (ramp of 300°C/second), from the
baseline temperature set at 30°C (Fig. 3). As shown in the figure,
we observed a stimulation duration-dependent increase of AP
discharge frequency (hot: analysis of variance [ANOVA], Fg gg) =
9.87; P < 0.0001; cold: ANOVA, F3 33 = 5.95, P = 0.0023). For
latencies, a statistical difference was only found in the case of hot
stimulation (hot; ANOVA, F5 s7) = 3.22; P = 0.029; cold: ANOVA,
Fs,33 = 0.3, P = 0.83). Using the parameters given in a previously
published article, '* the model describing temperature changes at
the cutaneous surface and at the nociceptor depth (150 um) is
given in Figure 3. It indicates the theoretical duration required to
reach noxious temperature for heat (43°C) and cold (18°C) while
using a contact thermode and our stimulation protocol (Fig. 3).
We can see that the theoretical time to reach the hot nociceptive
threshold (43°C) at the receptors (ie, at 150 wm below the skin
surface) is 470 ms while the time to reach the equivalent cold delta
from baseline temperature (18°C) is 270 ms. This difference in
latency is mainly due to the temperature set pointimposed on the
probe, ie, 52 vs 0°C, ie, a difference of 8°C between the 2
conditions, starting from the base temperature of 30°C.

When comparing the response between hot and cold stimuli
fora 1000-ms stimulation, we observed that the latency to the first
emitted AP was significantly higher (unpaired Student t-test: t =
8.041; df = 32; P < 0.0001) for the hot (490 * 24 ms; n = 21)
than the cold stimulation (212 £ 18 ms; n = 13; Fig. 4). The mean
frequency of AP discharge, however, was not different between
the 2 modalities (hot = 17.2 = 2.8 Hz; cold = 12.4 = 1.4 Hz;
unpaired Student t-test: t = 0.1283; df = 32; P = 0.2087; Fig. 4).

3.3. Slow ramp stimulation

Representative responses of WDR neurons to heat and cold
stimulations are shown in Figure 4A. As seen in Figure 4B, the
threshold for hot stimulation was of 43.4 + 1.2°C (n = 14) and for
cold stimulation was of 19.8 + 1.8°C (n = 11). Similarly to single
stimuli, the mean frequency of AP firing did not differ (Student -
test: t = 1.013; df = 23; P = 0.3214) between both modalities
(hot = 16.3 £ 3.4 Hz;n = 14;cold = 11.3 £ 1.2 Hz; n = 11;
Fig. 5).

3.4. Sustained stimulation

We then assessed the electrophysiological properties of ther-
moresponsive WDR neurons while coding for repeated hot and
cold stimulations (30 stimulations at 1 Hz) of various durations
(Fig. 6). For repeated hot stimulation, we observed a slight
increase in AP firing within the first few seconds (refer to the first 3
stimulations in the figure) followed by a progressive decrease in
the frequency during the remaining part of the stimulation
protocol.

For cold stimuli, no such facilitation could be observed, but the
frequency of discharge did show a slight decrease until the end of
the protocol.

As illustrated in Figure 7, in response to hot stimulations, a
short-lasting facilitation of the WDR response can be easily
observed during the first 3 stimulations. This could also be seen in
the case of continuous stimulation (duration 1000 ms). Action
potential discharge frequency increased from 9.5 = 1.7 Hz (stim
1) to 23.1 = 5.8 Hz (stim 3). After these first 3 seconds, a
progressive decrease was observed which could be fitted with an
exponential decay constant (t) of 8.12 ms. The mean frequency at
the end of the 30 stimulation protocols was strongly reduced and
of 3.7 = 1.7 Hz. As mentioned above, no facilitation could be
observed for the cold stimulation, even if this stimulation was
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Figure 3. Characterization of wide dynamic range neurons extracellular action potential discharges after a single thermal stimulation (ramp 300°C/second) with
various durations. Representative examples of a wide dynamic range neuron response to a hot (A1-2) or a cold (B1-2) paw stimulation with a duration of 250, 500,
750, and 1000 ms. After analysis of variance (refer to text), Tukey post hoc tests were performed for multiple comparison (code: ***, P < 0.0001; **, P < 0.01;*,P <
0.05; ns: not significant. (A3-B3) Model predicting the temperature reached at the cutaneous surface and at the nociceptor level (localized around 100 wm below
the skin’s surface) during a single hot (A3) stimulation of 52°C or a single cold (B3) stimulation of 0°C (ramp 300 °C/s) during 1000 ms. The number of recorded cells

is given in the graphs.

continuous (1000 ms duration). The frequency was maximal at
the beginning of the protocol (17.1 = 3.3 Hz) but slightly
decreased with time. The mean frequency was of 4.2 = 1.1 Hz at
the end of the protocol (Fig. 7).

3.5. Hot and cold response curve

Figure 7 illustrates the responses seen in mechano-heat-cold
WDR neurons (MHC, n = 7) (Fig. 8). Here, we applied a single
stimulation (300°C/second, duration 5000 ms) from 0 to 52°C
(increments of 5°C). Interestingly, these MHC neurons had
different coding frequency depending on the cold and hot stimuli.
The action potential number peaked at 25 for temperatures below
15°C, whereas more than 100 APs could be seen if noxious hot
stimulations were applied (>40°C).

4. Discussion

In this work, spinal WDR neurons responding to mechanical
stimulations were recorded to further characterize their

processing capacities after sensory spinal transmission of cold
and hot noxious information. Most of the WDR neurons (83%)
recorded were activated when noxious hot stimuli were applied to
the hind paw receptive field. Surprisingly, we found that WDR
neurons seem to respond in a nociceptive-specific manner to hot
stimuli because they started to fire action potential at a threshold
of about 42° (ie, the usual nociceptive threshold for heat). Half of
them (53%) also processed cold messages, both noxious and
nonnoxious. Using a single stimulus, we found that the latency to
observe the first AP after the onset of the stimulation was much
faster for cold (about 210 ms) than for hot noxious temperatures
(@bout 490 ms). No differences could be seen in the mean
frequency of occurrence of extracellular AP generated by WDR
after cold or hot noxious stimulations (range between 10 and 20
Hz). When analyzing the coding properties about iterative
stimulations at 1 Hz, only hot noxious processing was associated
with an immediate short-lasting wind-up response. This result is
in good agreement with the long latencies measured before the
appearance of the first AP and the likelihood that these hot
noxious messages are carried by unmyelinated C fibers. Our
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Extracellular recording of wide dynamic range neurons in the dorsal horn of the spinal cord after a single hot (A1) or cold (A2) stimulation (ramp 300°C/
second, duration of 1000 ms). Red (A1) and blue (A2) segments within the recording trace correspond to the firing of a single neuron after spike sorting analysis.
The black area in the rat hind paw drawing gives the localization of the receptive field stimulated. Histograms gives the number of AP detected per bins of 200 ms.
Graphs showing the mean latency to observe the first AP after a hot or cold single stimulation (B) and the corresponding mean frequency (C). Statistical code for the
Student t-test: P < 0.0001 (***); ns: nonsignificant. The number of recorded cells is given in the graphs. AP, action potential.

results also suggest that cold messages may use other sensory
neurons such as those from the As-type family. It is also to be
noted that our study was made on glabrous skin which could
explain differences in the threshold of proportion of thermores-
ponssi\2/e neurons compared with other studies made on hairy
skin.

Thermal thresholds obtained during the slow ramp protocols
and the modelisation of the stimuli are in good agreement with
those found in the literature, ie, around 42°C for heat and below
15°C for cold.®"® Therefore, it seems that slow and progressive
heating or cooling of the cutaneous surface diminished the
influence of the skin’s inertia observed during the stimulation.
These results highlight the interest of using this heating or cooling
thermode in preclinical studies as well as in clinical ones. It is
currently in use in several research laboratories for quantitative
sensory testing or to trigger extracellular receptor potential from
the cortex.*° It is to be noted that the cold threshold obtained in
this study comes from the mean of recorded threshold which
varied from 25°C to 10°C. This apparent heterogeneity is in
accordance with the literature which describes a large range of
sensitivity in cold-responsive nociceptors.?

If an electrical stimulation of the peripheral receptive field is
used (ie, to induce an immediate depolarization of primary
afferent fibers without stimulating the nociceptive molecular
detectors), fast conducting A-type sensory axons will activate
more rapidly the second-order WDR neurons than the slow-
conducting C-type sensory axons [see for example Ref. 22].
Regarding their conduction velocities and the appearance of

the first AP discharge, it seems likely that cold information
reaching the WDR neurons used A8 fibers to reach spinal WDR
neurons of the deep dorsal horn. The recorded response may
also depend on other factors, including the thermode heating
or cooling time or the thermal inertia of the skin. Indeed, our
analysis of the hot and cold temperature ramps of the probe as
well as the thermic diffusion properties of the skin (Fig. 2)
shows that there is a significant difference in latency to reach
the same temperature deltas from baseline between hot and
cold stimuli. AP generation after the corresponding nociceptive
receptor activation (ie, transduction time) may also be a
nonnegligible factor.

As mentioned above, the latency of the first AP emitted after
cold noxious stimuli (~221 ms) does not seem consistent with
an information transmitted by slow-conducting unmyelinated
C fibers, which backs the hypothesis that the fast response
observed in recorded spinal WDR neurons would correspond
to a convergence of information carried by A8 fibers.
Moreover, Ad fibers are known to be adaptive,26 meaning
that they rapidly cease to fire on a sustained stimulation. This
hypothesis is well illustrated by the sustained stimulation
protocol showing the adaptive nature of the cold response
with the rapid decrease of AP firing within the first few
seconds. This result is also in good agreement with previous
works conducted on cold-sensitive fibers in the monkey,9
demonstrating a short latency to the cold response, followed
by a fast decrease of firing as well as an inhibition of the
response after repeated stimulation.
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Electrophysiological responses of wide dynamic range spinal neurons after stimulation of the paw receptive field with a slow heating (3°C/second) or
cooling (4°C/second) temperature ramp (duration: 7.5 seconds). (A1, A2) Representative traces recorded after a slow hot or cold ramp. Red (A1) and blue (A2)
segments within the recording trace correspond to the firing of a single neuron after spike sorting analysis. The black surface on the paw indicates the receptive
field stimulated for this response. Histograms show the number of AP per bins of 200 ms. (B) Mean temperature threshold to observe the first AP after hot or cold
stimulation of the peripheral receptive field. (C) Mean frequency of AP discharge (Hz) while analyzing the whole period of firing. The number of recorded cells is given
in the columns. Statistical code for the Student t-test, ns: nonsignificant. AP, action potential.

The results from the various hot stimulation protocols give less
clear-cut conclusions, although the latency would argue in favor
of a peripheral detection and transmission by C fibers. The
observed latency (=441 ms) is in accordance with the work of Xu
et al.*® who modeled a response by C nociceptors to heat with a
latency of 600 ms. The discrepancy between our value and theirs
could come from the type of metal used to heat the skin which
implies a different coefficient of thermal conduction.®” Moreover,
the presence of postdischarge, characteristic of C fibers,?® was
often observed after stimuli of 52°C, but not at O°C (as illustrated in
Fig. 3). The hypothesis of the perception of nociceptive heat
mostly by C fibers is also consistent with (1) the modelisation of
the tail-flick reflex®® which does not include the involvement of A3
fibers and ii) the observation that the glabrous skin—as in our
study—seems to be less innervated by heat-responsive Ad

fibers.*"” Another explanation could be that the recorded
neurons in the deep layer of the spinal dorsal horn do not
integrate information arising from A8 fibers activated by noxious
heat. To further support this idea, it is long been known that the
«wind-up» response is a specific property of C fibers in
physiological conditions.'® In our experimental conditions, the
sustained noxious hot stimulation protocol induced an immediate
and short-lasting facilitation before progressively decreasing to a
lower frequency of occurrence. This initial facilitation, absent in
sustained cold stimulation, is likely to represent a truncated form
of the «wind-up-like» phenomenon, ie, seen fully with electrical
stimulation bypassing the natural detector of noxious heat.'®
TRPV1-expressing sensory neurons may perfectly be responsi-
ble for this phenomenon because early facilitation may encounter
the optimal activation of TRPV1 before its partial deactivation as
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Figure 7. Wide dynamic range neurons coding after 30 stimulations of the paw receptive field with 1000 ms thermal noxious stimulations at 1 Hz. Continuous
stimulation’s response to 30 repeated hot (52°C; n = 10) or cold (0°C; n = 6) stimuli (300 °C/s, duration 1000 ms, frequency 1 Hz). Representative traces (top
panels) showing the action potential discharge pattern for 30 stimulations at 52°C (A) and 0°C (B). The number of action potential is also given in the histogram for a
200-ms period. Bottom panels gives the frequency per stimulation period. Lines indicates the exponential fit which perfectly adjusted the reduction of the

frequency with time.

previously described in the literature.?® Our results are in
accordance with the recent study of Ran et al., who recorded in
vivo the calcium activity of thermoresponsive spinal neurons after
peripheral cutaneous stimulation.®' They showed that the
integration of cold information is more relative than adaptative
and does not depend on absolute temperature, whereas the
integration of hot stimulation does and shows little to no
adaptation. These results are perfectly in line with ours as
illustrated in the hot and cold response curve supporting the
existence of «broadly tuned» spinal neurons that are responsive
to both hot and cold stimulations. This neuronal population
represented most of the recorded WDR neurons in vivo.

In this study, we finely characterized the integration of thermal
nociceptive stimuli by WDR neurons in the deep dorsal horn
layers of the rat spinal cord. Our results claim for distinct local
spinal circuits of convergence for hot and cold nociceptive stimuli,
using C-type and A-type sensory afferents, respectively. This
observation is of utmost interest for further research work
analyzing pathological pain states where pain symptoms related
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Figure 8. Specific processing of mechano-heat-cold wide dynamic range
neurons (n = 7). The mean number of action potential (action potential (AP)) is
indicated for each temperature used to stimulate the paw receptive field (300
°C/s; duration 5000 ms). The threshold activation temperature for both hot and
cold is also represented.

to cold and hot stimuli are differentially expressed (eg, in-
flammatory vs neuropathic pain).
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B. Article 2 : Vers une origine centrale de I'"hypersensibilité nociceptive
de rats adultes apres une séparation maternelle néonatale

Introduction : |l est maintenant bien accepté que les événements stressants survenant pendant la
période néonatale peuvent avoir des conséquences a long terme sur le développement du systéme
nerveux, et notamment celui du systeme nociceptif. Utilisée parfois comme modeéle d’étude des
conséquences de la prématurité, la séparation maternelle néonatale (SMN) induit chez les rats adultes
des hypersensibilités nociceptives viscérales et somatiques, ainsi que des troubles anxieux, cognitifs et
sociaux. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la plasticité des propriétés
électrophysiologiques des neurones WDR, chez des rats SMN présentant des hypersensibilités
nociceptives mécaniques et thermiques. Dans un deuxiéme temps, nous avons mesuré, dans les
ganglions rachidiens dorsaux et la moelle épiniere, I'expression des transcrits codant pour plusieurs
détecteurs moléculaires des stimulations mécaniques et thermiques, ainsi que pour des
cotransporteurs chlorure essentiels dans I'inhibition GABAergique, afin d’évaluer des potentielles
variations d’expression qui expliqueraient le codage par les neurones WDR et les phénotypes

hypernociceptifs des rats SMN.

Résultats principaux : Nous avons pu mettre en évidence une exacerbation de la réponse en potentiels
d’action des neurones WDR chez les rats SMIN suite a des stimulations thermiques chaudes et froides.
Cet « exceés » de codage nociceptif par les neurones WDR des rats SMN n’est pas associé a un
changement des latences de réponses ou de leurs seuils d’activation. Les résultats de biologie
moléculaire pointent du doigt I'implication d’un déficit d’inhibition spinal entretenu par une

surexpression du cotransporteur chlorure NKCC1.

Contribution de I’auteur : ma contribution a cette étude a été I'enregistrement électrophysiologique
des neurones WDR et |'analyse de leur réponse suites au différents protocoles de stimulations

thermiques.

Note : cet article est prét a la soumission.
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Abstract: Early life adversities alter the development of a still maturing nervous system and can have
long-term consequences on its function at adult age. This include nociceptive circuits that are critical
to shape an adaptive pain response to protect our organism from potentially damaging insults. As such,
adult rats with a history of neonatal maternal separation (NMS) display a visceral and somatic
nociceptive hypersensitivity and inefficient analgesic responses to stress. NMS-induced changes in
nociceptive networks are still largely unknown and need to be identified in order to understand how
to compensate for these anomalies that affect adaptive behavior. In this study, we have characterized
the consequences of NMS on wide dynamic range neurons (WDR) in the spinal cord of anesthetized
adult rat during the nociceptive processing of hot and cold noxious information. We found that WDR
neurons of NMS rats display an excessive coding of mechanical and thermal information applied at the
rat hindpaws. This nicely explains the hypernociceptive behaviors seen after noxious mechanical, cold
and hot peripheral stimulation. A peripheral change in the expression of molecular transducers for
these stimuli (i.e. TRPV1, TRPMS, TRPA1) does not seem to account for this general hyperexcitability.
Instead, a decreased chloride-mediated inhibitory tone on WDR neurons may play a role as indicated
by the abnormal elevated of the type 1 Na-K-Cl cotransporter transcripts. Altogether, we propose that
long-term consequences of NMS is associated with a reduced spinal cord inhibition favoring the
expression of pain hypersensitivity. We cannot exclude that this phenomenon is also present at
supraspinal sites as other NMS-associated symptoms include also excessive anxiety and impaired

sociability.

Key words : Nociception, in vivo electrophysiology, neonatal maternal separation, thermosensitivity,
early life stress
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INTRODUCTION

Stressful events occurring during the perinatal period (i.e ELA: early life adversity) are now well
recognized to alter durably the neurodevelopment and to have long-term consequences on brain
functions including pain responses (Fitzgerald, 2005; Melchior et al., 2021). If cortical processing of
nociceptive information is already possible around 24 weeks of amenorrhea (age corresponding to
extreme premature birth) thanks to the establishment of thalamocortical synaptic connections, pain
circuits continue to mature during the neonatal period (Anand & Hickey, 1987; Slater et al., 2010). This
is particularly true for descending inhibitory controls of pain, which are still scarcely efficient at birth
and require several postnatal weeks to be established. Ontogenesis of nociception during the early
postnatal period is associated with hyper-excitable circuits likely explaining the low pain thresholds
seen in newborns exposed to thermal and mechanical stimuli (Schwaller & Fitzgerald, 2014).
Stabilization of pain thresholds close to those seen in adults are only seen 30-60 weeks after birth (i.e.
70-100 weeks of amenorrhea (Andrews & Fitzgerald, 2002)). It is then not surprising that newborns,
including premature newborns are extremely vulnerable to pain and any other ELA events during this

period (for review see (Melchior et al., 2021)).

To study the long-term consequences of ELA on pain, rodent models are extremely useful as their
central nervous system (CNS) at birth (21 days after conception) is very similar to an extremely
premature human newborn brain (born at the beginning of the last trimester of pregnancy). This allows
the study of various stressors’ effect on the CNS during the postnatal life, including those administered
for the care of premature human newborns. In line, numerous studies confirmed the deleterious and
long-lasting consequences of neonatal painful events on pain responses at adulthood (Taddio & Katz,
2005; Schwaller & Fitzgerald, 2014; Melchior et al., 2021). In our laboratory, we further pointed out
the critical role of neonatal maternal separation (NMS), a non-painful stress. We found that NMS in rat
is associated with a functional deficit of oxytocinergic (OT) descending controls in stress-induced
analgesia and in inflammatory conditions (Melchior et al., 2018). As the OTergic system is still
maturating during the neonatal period, a neonatal deficit in OT could responsible for the nociceptive
hypersensitivity and the prevalence of anxious behaviors and well as sociability deficits. In line with
this hypothesis, a neonatal rescue treatment of OT during the maternal separation period restores
nociceptive thresholds in adult SMN rats as well as anxiety-like behaviors and social behaviors
(Melchior et al., 2018; Gazzo et al., 2021). So far, most of our observation were correlative, comparing
behavioral measurements with biomarker changes in nerve tissues. No evidence have been obtained

regarding a possible abnormal nociceptive processing, for example in the spinal cord.
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Spinal processing involve second order neurons in the spinal cord mostly located in the superficial
layers. When reaching the spinal cord, nociceptive information is relayed by a network of interneurons
then reaches supraspinal structure through projection neurons situated in the layer | and V of the
dorsal horn (Todd, 2010). The nature of the nociceptive signal reaching supraspinal centers is thus very
much influenced by the balance between excitatory and inhibitory influences, finely tuned by the local
interneuronal network (i.e. excitatory and inhibitory interneurons), by the activity of supraspinal
descending controls and by the excitability of supraspinal projection neurons. In the first layer, three
thermally-responsive neuronal types have been identified: nociceptive-specific fusiform neurons,
pyramidal neurons for innocuous cold, and polymodal multipolar neurons responding to nociceptive
mechanical, thermal hot and thermal cold stimuli (Han et al., 1998). In the dorsal horn of the spinal
cord, nociceptive specific neurons are activated only at high (> 40 °C) and low (< 8 °C) temperatures
(Khasabov et al., 2001; Todd, 2010). Of course, nociceptive non-specific convergent neurons, such as
the wide dynamic range neurons (WDR neurons) that respond to both innocuous and noxious
temperatures are also recruited. Using in vivo electrophysiological study, a differential integration of
cold and hot has been characterized. Heat produces a proportional response that increases with the
intensity of the stimulation (i.e absolute coding) while the response to cold is adaptive (i.e relative
coding) (Ran et al., 2016). In our laboratory, we recently observed a similar phenomenon while
recording in vivo from WDR neurons. We could even show that these cold and hot-specific integration
patterns were mostly due to the contribution of A-type and C-type peripheral sensory afferent fibers,
respectively (Giere et al., 2021). This observation further support the idea that thermonociception is
differentially coded in the spinal pain matrix as many of the WDR neurons (25%) are projection neurons

(Juif et al., 2013).

Despite growing evidence indicating abnormal nociception in adult animals following neonatal
maternal separation, no electrophysiological characterization of the spinal nociceptive processing is
available at present to help understand the underlying mechanisms of this long-term plasticity. In this
study, we evaluated the spinal processing of mechanical, thermal hot and cold stimulations by
recording WDR neurons in anesthetized adult rats. Our objective was to identify a possible spinal

explanation for the behavioral nociceptive hypersensitivity seen in adult rats after NMS.
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MATERIAL & METHODS
Animals and neonatal maternal separation

For this study, we used 45 to 60 male and female days-old Wistar rats. Rats were housed in littered
cages of 3 or 4, in a temperature controlled room (22 °C) at a hygrometry of 45 +5 %, under a 12h
light/dark cycle (lights on at 7 am), with ad libitum access to food and water. All experiments
conducted were approved by the regional ethical committee regarding animal experimentation

(CREMEAS, national agreement APAFIS #201706131614598).

At birth, litters were randomly assigned to one of the two groups: control (CTRL) and NMS. The NMS
pups were separated for 3h per day from the second to the twelfth postnatal day (P2-P12). They were
placed in a new cage separate room under a red lamp to avoid hypothermia. The control pups
remained undisturbed and with their mother until weaning. Pups from both group were weaned at
P21 and housed 4 rats per cage. Both male and female were used, as no difference could be seen

during the electrophysiological recordings or behavioral test.

Behavourial measures of nocicpetion

Mechanical sensitivity was assessed with a calibrated forceps (Bioseb, Vitrolles, France) as previously
described (Luis-Delgado et al., 2006). After habituation, rats are loosely restrained in a towel in order
to reduce environment stress. A gradual increasing force is applied on the hindpaw of the animal until
withdrawal; the corresponding pressure is considered the nociceptive threshold. This manipulation is

performed three times for each hindpaw and the individual paw values are averaged.

Thermal sensitivity was measured with the Hargreaves method, as previously described (Hargreaves
et al., 1988). Briefly, rats are placed in plexiglas boxes (20 cm x 25 cm x 45 cm) for a 15-20 minutes
habituation period and then hindpaws are exposed to a radiant heat. The latency time required to
observe paw withdrawal is measured and considered as the nociceptive heat threshold.
Measurements are performed three times for each hindpaw and values are averaged for further
analysis. The hot Plate and cold plate test has also been used. In this procedure, animals are placed in
a Plexiglas box (20 cm x 25 cmx 45 cm) sitting onto a metallic plate set at 52°C or at 0°C, for noxious
hot and cold stimulations respectively. Latency to observe the first nociceptive reflex (paw withdrawal,
paw lick, jump) is considered as the nociceptive threshold. Cut off is set at 30 seconds for both

temperatures.
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In vivo extracellular electrophysiological recordings

In vivo extracellular recordings were carried out as previously described (Juif et al., 2013). Rats are
anesthetized with isoflurane 4% pushed by pressured air at a flow rate of 700 mL/min (Ventoflurane®,
Vibrac, Carros, France). They are then placed onto a stereotaxic frame equipped with a nasal mask to
maintain the anesthesia adjusted to 3% for the ensuing surgery. An electrical warming blanket helps
to keep a steady body temperature (Ugo Basile, Rodent Warmer X1, Gemonio, Italie). Surgery begins
once the animals are areflexic. A laminectomy is performed at the low lumbar level (L3-L5). With the
cervical and sacral vertebrae firmly held with metallic clamps, the meninges are carefully removed to
expose a spinal cord segment. This segment is next covered with mineral oil and the isoflurane
anesthesia is progressively reduced to 1.5% for the recordings. At the end of the electrophysiological

experiment, animals are killed with an overdose of anesthetics.

Single unit extracellular recordings were made from WDR neurons located in the deep layers of the
dorsal horn (400-1000um) with stainless steel microelectrode (FHC, Stainless Steel, UE FK1, Bowdoin,
USA) lowered into the medial part of the spinal cord with an electrical micromanipulator (Scientifica,
IVM 1000, Uckfield, UK). Variations of potential were amplified (DAM80, AC Differential Amplifier, WPI,
Aston, UK) and filtered for frequency higher to 3kHz and lower to 300Hz. All along the experiments,
50/60Hz frequencies are suppressed using a noise eliminator (HumBug, WPI, Aston, United-Kingdom).
The resulting voltage signal is digitized (Power 1401, CED, Cambridge, UK) and processed by the Spike
2 software (CED, Cambridge, England).

Mechanical and thermal stimulation during electrophysiological recording

WDR neurons were identified while stimulating the peripheral receptive field with mechanical
stimulations. Various mechanical stimuli were applied: light friction with a brush, 3 second pressure
with the finger, 3 seconds pinching with forceps, a range of von Frey hairs (4g to 300g) applied until

bending. The same receptive fields were stimulated with hot and cold stimulations.

Thermal stimulations were made using a micropeltier TCSII thermode (Thermal Cutaneous Stimulator
Il, QST Labs, Strasbourg, France) allowing the stimulation of the cutaneous surface with temperature
ranging from 0°C to 60°C, with an adjustable heating or cooling rate (from 0.1°C/s to 300°C/s). The
device provides five independent stimulation zone (8 mm?) granting the possibility to perform very
precise stimulations on a restricted area on the paw of the animals. Three protocols of stimulation
were chosen, as previously described (Giere et al., 2021) : (i) Slow ramps from the neutral temperature
(30°C) to 52°C (heating speed of 3°C/s) or to 0°C (cooling speed of 4°C/s) for a maximal duration of 7.5
seconds. This procedure helped measure the latency to observe the first emitted action potential (AP)

corresponding to the threshold temperature of WDR neuron activation. (ii) Single stimulations from
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the neutral temperature (30°C) to 52°C or 0°C for 1 second, at a heating or cooling speed of 300°C/s.
We then analyzed the latency to the first AP and the WDR neuron instantaneous frequency of
discharge during the stimulation and after (i.e. post discharge). (iii) Fast (300°C/s) sustained
stimulations from the neutral temperature of 30°C to 52°C or 0°C during 30 seconds to characterize

the frequency adaptation of the WDR neuron action potential discharge.

Nerve tissue sampling and RT-qPCR

Lumbar segment dorsal root ganglia (DRG) and spinal cords were collected, placed in a guanidine
thiocyanate/B-mercaptoethanol preparation using ultraturax and stored at -80°C. Total RNA was
extracted following a protocol consisting in two independent total RNA extractions separated by a
DNAse | treatment (TURBO™ DNAse; Ambion, Life technologies, Saint Aubin, France), as previously
described in detail (Lelievre et al., 2002). An amount of 800 ng RNA was reverse transcripted with the
RNA iScript kit (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Quantitative PCR was performed using SYBR
Green Supermix (Bio-Rad), on the iQ5 Real Time PCR system (Bio-Rad). Amplification were carried out
in 42 cycles (20s at 95°C, 20s at 60°C and 20s at 72°C). Standardization was done using standard curves
made from serial dilutions of samples. Amplification data are shown as relative gene expression (ratio
between cDNA concentration of the gene of interest and the one from the control housekeeping gene.
The housekeeping gene selected for this study was the hypoxanthine-guanine phosphoribosyl
transferase (HPRT) as its transcripts are highly stable among the different samples. Primer sets for all
genes of interested were designed using Oligo6.0 and M-fold softwares (primer sequence in
Supplementary Table 1). Samples were accurately dispensed in duplicates using a robotic workstation
(Freedom EVO100; Tecan, Lyon, France) and amplification efficiency given by standard curves was

always close to 100% (+2%), while amplification specificity was assessed by a melting curve study.

Statistical analysis

All data were graphed using GraphPad Prism 6 (GraphPad software Inc, California, United-States) and
are expressed in mean * standard error of the mean (SEM). After verifying the linear distribution of
the data, we used parametric (unpaired Student’s t test) or non-parametric (Mann-Whitney) statistical
tests. For the von Frey and sustained stimulation protocols, results were analyzed using a two-way

ANOVA, time or stimulation x group. A p value below 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Neonatal maternal separation and behavioral nociceptive hypersensitivity at adulthood

Before performing electrophysiological recordings, we first assessed the impact of NMS on nociceptive
behavior displayed by the adult rats while exposed to mechanical and thermal hot/cold stimulations.
Compared to control rats (i.e. not separated during the neonatal period), we found that NMS rat have

hypernociceptive behaviors to all tested sensory modalities (Figure 1).

Mechanical B Thermal hot nociception C Thermal cold nociception
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Figure 1: Nociceptive profile of NMS animals (A) Mechanical threshold causing the withdrawal of
the hindpaw (CTRL=10; NMS=10) (B) Latency to paw withdrawal for the Hargreaves’ test (CTRL=10;
NMS=10) and the hot plate test (CTRL=10; NMS=10) (C) Latency to the first nociceptive behavior
for the cold plate test (CTRL=14; NMS=4). Statistics: unpaired student t-test. Code: (***) p<0.001;
ns: non-significant.

NMS rats exhibited a significant lower mean mechanical threshold as measured with the calibrated
forceps (Figure 1A; unpaired Student t-test, t =6.287, df =18, p <0.001; CTRL: 592.1 +28 g, n = 10;
NMS: 362.4 + 24 g, n = 10). They also have a lower mean latency to remove their paw while stimulated
with noxious heat using Hargreaves method (Figure 1B; unpaired Student t-test, t = 3.984, df = 18,
p =0.0009; CTRL: 16.43+1.0s, n=10; NMS: 12.18 £ 0.3 s, n=10). We could not reach a statistical
significance at p <0.05 with the hot plate (Figure 1B; unpaired Student t-test, t=1.179, df = 36,
p =0.246; CTRL: 9.53 £ 0.9 s, n = 24; NMS: 8.13 + 0.3, n = 14). Contrary to the hot plate test, cold plate
test helped identify a significant hypernociception of NMS rats to cold, as seen by the shorter mean
withdrawal latencies compared to control animals (Figure 1C; unpaired Student t-test; t=4.669,

df =26, p<0.0001; CTRL: 14.80 £ 1.4 s, n = 14; NMS: 6.58 + 1.0 5, n = 14).
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Electrical coding of peripheral mechanical information by WDR neurons of NMS rats

While identifying WDR neurons in the spinal cord with peripheral mechanical stimulation, we
characterized their activation following various stimulations (Figure 2). In the control group, they all
responded with an action potential (AP) discharge after peripheral stimulation with brush, pinch and
von Frey filaments. It is important to note here that a significant increase in the AP discharge in the
WDR neurons from the control group was reached only with the 60g or higher von Frey filaments
(Figure 2B ; two-way ANOVA group x time, F(a.126)=51.43, p<0.0001). As clearly seen in figure 2A, WDR
neurons recorded in NMS rats emitted a significantly higher number of AP in response to intense
mechanical stimuli (i.e. press: p=0.0002; pinch: p<0.0001), but not innocuous ones (brush: p=0.9566)

compared to the control group.
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Figure 2: WDR neurons response to innocuous and nociceptive mechanical stimuli in CTRL and
NMS animals. (A) Histogram represents the number of action potential (AP) emitted following a
light pressure applied with a brush, a press of 3s applied with the finger and a pinch of 3s applied
with forcer on the paw’s receptor field. Statistic: two way ANOVA, Sidak’s post-hoc test, code (*)
p<0.05. (B) Number of AP emitted after applying an increase of pressure with von Frey hairs.
Statistic: two way ANOVA, Sidak post-hoc test; code (*) p<0.05; (**) p<0.01; (***) p<0.001.

If the global statistics indicated a statistically significant difference in the number of emitted AP
between groups (two-way ANOVA, stimulation x group, Fu.42=39.35; p <0.0001), posthoc tests
revealed only a difference after receptive field pressure (CTRL: 35.4+10.0 AP, n=10; NMS:
137.0 £ 20.0 AP, n = 6) or pinching (pinch; CTRL: 110.3 + 15.0 AP, n = 10; NMS: 245.2 + 36.0 AP, n = 6),
but not for brush (CTRL: 7.9 + 2.6 AP, n=10; NMS: 18.33+ 2.1 AP, n = 6). A similar conclusion could be

drawn while applying von Frey filaments. Thin filaments (4g to 26g) produced a similar amount of AP
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in CTRL rats and NMS rats while thicker filaments (starting at 60g) induced a significant increase in the
AP firing of WDR neurons in NMS rats compared to CTRL (Figure 2B; two-way ANOVA repeated

measures, stimulation x group, F(1.14)= 5.108 ; p = 0.0403).

Neonatal maternal separation affects thermal nociceptive processing by WDR neurons

We first measured the temperature threshold to observe the first AP in WDR neurons following a slow
heating or cooling ramp. As illustrated in Figure 3, we found no difference of temperature threshold
between CTRL and NMS group for hot (unpaired Student t-test, t =0.757, df =32, p = 0.454; CTRL:
44.7+0.8°C, n=20; NMS:43.8+0.9°C, n=14) and cold stimulation (unpaired Student t-test,
t=0.750,df =7, p=0.478; CTRL: 17.42 +2.8°C, n = 6; NMS: 21.1 £3.9°C, n = 3).
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Figure 3: WDR neurons response to a slow heating (A, 30°C to 52°C, 3°C/s) or cooling (B, 30°C to
0°C, 4°C/s) ramp in CTRL and NMS animals. Example of representative electrophysiological traces in
response to the stimulation has been provided (raw traces in gray, single, isolated neuron in red and
blue). Histogram represents the activation threshold of WDR neurons. Statistic: unpaired student t-
test; code: ns: non significant.

We then assessed WDR neuronal AP response to a one second long single hot (52°C) or cold (0°C)

noxious stimulation. While latency to first AP were similar between the groups (Supplementary Figure
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1) for hot and cold stimulation (see also (Giere et al., 2021)), the mean AP frequency evoked by the
stimulation was significantly higher in NMS group compared to CTRL group for noxious heat (Figure
4A;; unpaired Student t-test, t=2.997, df=43, p=0.0045 CTRL: 15.25+3.1Hz, n=20;
NMS: 27.98 + 2.9 Hz, n = 25) and noxious cold (Figure 4A,; unpaired Student t-test, t = 2.572, df = 17,
p =0.0198; CTRL: 11.3 £ 1.6 Hz, n =10; NMS: 17.8 £ 1.9 Hz, n =9). We also found that WDR neurons
from the NMS rats had higher instantaneous frequency rates than CTRL rats for both modalities (Figure
4B; Noxious hot stimulation: two-way ANOVA, F1.37)= 7.822; p = 0.0081; Noxious cold stimulation: two-
way ANOVA, F(1.17) = 4.454; p = 0.0499). Following the thermal stimulation, WDR neurons of the NMS
group produced more AP during the post-discharge period after a noxious hot stimulation (Figure 4Cy;
unpaired Student t-test, t = 3.750, df =43, p =0.0005; CTRL: 10.6 £ 1.2 Hz, n = 20; NMS: 26.6 + 3.7 Hz,
n = 25) but not after a noxious cold stimulation (Figure 4C;; unpaired Student t-test, t = 1.082, df = 17,
p =0.2945; CTRL: 6.0+ 1.3 Hz, n=10; NMS: 4.0+ 1.3 Hz, n=9).
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Figure 4: Response to a single hot or cold nociceptive stimulation (A) Mean frequency of discharge
of WDR neurons during the 1s during a hot (A1) or cold (A2) single stimulation (speed 300°C/s,
duration 1s) in adult CTRL and NMS animals. Statistic: unpaired student t-test, code (**) p<0.01, (*)
p<0,05, ns: non-significant. (B) Instantaneous frequency for hot (B1) and cold (B2) stimuli. Statistics:
two-way ANOVA, Sidak’s post-hoc, code: (***) p<0,001, (*) p<0.05. (C) Post discharge during the 1s
following the end of the stimulation for heat (C1) and cold (C2). Statistics: unpaired student t-test,
code (***) p<0.001; ns: non significant.

92



As previously described in one of our recent study (Giere et al., 2021), a fast and sustained peripheral
stimuli induces a short-lasting, wind-up like phenomenon which does not persist (contrary to electrical
stimulation applied repetitively at the receptive field) because of the deactivation properties of
molecular thermal transducers. A similar phenomenon could be observed in WDR neurons from
control and NMS rats (Figure 5A). As expected, statistically significant increases in frequency could be
seen in the NMS group after hot stimulation, compared to control and during the first 10 seconds
(Figure 5A; two-way ANOVA; F(1.7s0= 178.2; p < 0.0001). Noxious cold only evoked a significant higher
response in NMS rats for the first stimulation compared to CTRL rats (Figure 5B; two-way ANOVA;
F(1.360=10.28; p=0.0015) before a rapid adaptation. This further supported the idea that hot and cold

modalities are carried by different sensory neurons before reaching WDR neurons.
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Figure 5: Mean frequency of discharge of WDR neurons during a sustained hot (A) or cold (B)
stimulation during 30s in CTRL and NMS animals. Statistics: two-way ANOVA, Sidak’s post-hoc; code:
(***) p<0.001; (**) p<0.01, (*) p<0.05.

If NMS does not modify activation thresholds nor latency to first AP, it has long-lasting consequences
on the processing of noxious hot and cold spinal messages that are higher in AP frequency in

comparison with WDR neurons of the control group.
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Neonatal maternal separation effect on peripheral molecular transducers of mechanical and
thermal stimulations

In order to better understand the NMS-induced alteration of the WDR neuron properties while
processing noxious messages, we analyzed the expression of several gene coding for proteins possibly
involved in the peripheral (i.e. DRG neurons) and central modulation (i.e. spinal here) of mechanical
and thermal nociception.

Expression of the transcripts coding for the mechanical transducer Piezo2 in the rat DRGs were similar
between groups (Figure 6A; CTRL: 0.8 £ 0.1, n=8; NMS: 0.7 £ 0.1, n=8; unpaired t test with Welch’s
correction, t=0.7466, df=14.00, p=0.4676). Regarding the molecular transducers of thermal
information (Figure 6B-D) in NMS rats compared to control, we found a decreased in the transcript
expression for TRPA1 (CTRL:2.79+0.26; n=38; NMS: 1.27 +0.09; n= 8, unpaired student t-test,
t =5.438, df =8.639, p=0.0005), for TRPM8 (CTRL: 0.06 + 0.005; n=8; NMS:0.04 £ 0.005, n=38;
unpaired student t-test, t=3.344, df =13.97, p =0.0344) and for TRPV1 (CTRL: 0.17 £0.02, n=8;
NMS: 0.05 + 0.01, n = 8; unpaired student t-test, t = 5.081, df = 9.984, p = 0.0005). This likely suggest a
compensation (though insufficient) while considering the behavioral nociceptive hypersensitivity

measured.
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Figure 6: Changes in relative gene expression of transcript for mechanical and thermal receptors
in the DRGs (A, B, C and D) as well as chlorine transporters NKCC1 and KCC2 in the DRG (E and F)
and the spinal cord (G and H) as measured with RT-qPCR in adult CTRL and NMS animals (P45-
P60; n=16) Statistics: unpaired student t-test with Welch’s correction; code (***) p<0.001; (**)
p<0.01; (*) p<0.05; ns: non significant.
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We further compared the expression levels for chloride co-transporters, whose expression is critical to
finely tune the inhibition mediated by chloride ions (i.e. through activation of glycine and GABAA
receptor channels). As shown in Figure 6E-F, the expression of NKCC1 is not different in the DRG
between groups (CTRL: 0.277 £ 0.02, n = 8; NMS: 0.30 £ 0.02, n = 8; unpaired student t-test, t = 0.888,
df =12.53, p=0.3912) contrary to the spinal cord where expression is significantly higher in NMS
animals (CTRL: 1.12 £ 0.10, n=8; NMS: 2.14 £ 0.10, n = 8; unpaired student t-test, t = 7.556, df = 14,
p <0.0001). The expression of KCC2 in DRG expression decreases (CTRL= 0.015+0.001; n=8;
NMS=0.010+0.001; n=8, unpaired student t test, p=0.0090, t=3.083, df=12.57). In addition, we fail to
observe any difference for KCC2 in the spinal cord between control and NMS rats
(CTRL: 1.29£0.03, n=8; NMS: 1.34 +0.05, n=8; unpaired student t test, t=0.8677, df =11.76,
p=0.4029). The higher expression of NKCC1, reported in previous work by our laboratory and others,
suggest that chloride-mediated inhibition is reduced in the spinal cord of NMS rats and possibly in WDR

neurons.

DISCUSSION

In this study, we provide original evidence indicating that adult rats having experienced NMS have an
impaired spinal processing by WDR neurons. This observation nicely explains the hypernociceptive
behaviors when they are exposed to mechanical, thermal hot and cold noxious stimulations. The lack
of change in temperature thresholds between control and NMS groups, as well as the lower levels of
TRP expression, does not support a major peripheral contribution to this excess coding by WDR
neurons. Instead, changes in the local chloride tonic and/or phasic inhibition (i.e. contributed by NKCC1
activity) in the superficial layer interneuron networks and possibly in WDR neurons may explain the
increased capacity to emit repetitive AP without changing the temperature threshold. This hypothesis

fully fits with the gate control theory proposed by (Melzack & Wall, 1965).

NMS has long been used as a model of psychosocial stress that triggers long-term changes on several
brain functions and their associated behaviors (Melchior et al., 2021). Among others, we show here
that NMS has modality nonspecific consequences on nociceptive processing shaping the behavioral
responses to adapt to potentially damaging mechanical and thermal stimulations. At adulthood, rats
exposed to NMS are clearly hypersensitive to these stimulations. Among many mechanisms possibly
explaining these durable changes, epigenetic influences are involved. Our laboratory has already
pointed out the role of class I/11/1V histone deacetylases recently and other groups have also identified
possible genes of interest likely modulating the nociceptive system (Moloney et al., 2015; Melchior et
al., 2018). Because NMS-induced nociceptive changes are not selective on the behavioral expression

as well as the electrophysiological signature at this stage, it is unlikely that a specific epigenetic
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pathway is involved. The available literature on the NMS model further claims for multiple

consequences of NMS likely affecting the peripheral and central nervous system.

At the periphery, we failed to see any overexpression in the molecular detectors for mechanical and
thermal stimuli. The expression level of thermosensitive TRP channels was even lower in NMS
compared to control. If protein levels are also lower, it is unlikely that these protein (i.e. piezo2, TRPA1,
TRPMS8 and TRPV1) contribute to hypernociception. Instead, the lower expression level might reflect
homeostatic regulation attempting to reduce the hyperexcitability of nociceptive DRG neurons that
have been previously shown to surexpress Na,1.8 (Juif et al., 2016). Mechanical hypersensitivity may
be explained by changes in the expression another molecular detector than piezo2. However, we can
not rule out a possible contribution by piezo2 if post-translational processes increase its function
despite lower expression. This was not be tested in this study. A similar hypothesis can be drawn for
the thermo-responsive TRP channels TRPV1, TRPM8 and TRPA1l. Compensatory homeostatic
regulation is compatible with the previously demonstrated hyperexcitability of C-type nociceptive
sensory neurons which express lower levels of Ky channels and higher levels of voltage-gated
Na,1.8/1.9 (Luo etal., 2011; Hu et al., 2013; Juif et al., 2016). The changes are likely to affect the general
excitability of C-type sensory neurons but not the molecular detectors of mechanical and thermal
stimulation. At this stage, cold hypersensitivity seen in electrophysiological recording and behavioral
testing cannot be fully explained as it is mostly coded by A-type fibers. It is likely that other mechanisms
are involved. Apart from changes in the sensory neurons carrying nociceptive messages to the central

nervous system, NMS may also affect nociceptive structures in the central nervous system.

We recorded WDR neurons in vivo as they are involved in the processing of non-nociceptive and
nociceptive information coming from the periphery and, for a subpopulation of them (25%), are
projection neurons (Juif et al., 2013). Because the latency to observe the first AP after noxious
stimulation was similar in the control and NMS groups, it is unlikely that their passive properties are
significantly affected by this neonatal stress. A change in the latency would have indicated for example,
a decreased resting membrane potential or a reduction of the threshold to fire AP (Hu et al., 2013).
This was not the case here. Instead, we did observe that WDR neurons from NMS rats were capable of
producing more AP for a given nociceptive stimulation. This suggests that active properties of WDR
are likely to be durably affected after NMS. Among the likely candidate permitting high frequency
firing, changes in the open state of potassium channel is a classical hypothesis. This effect is often seen
with transient potassium channels () which are highly regulated by small changes in the resting
membrane potential or by neuromodulators. They are, moreover, the likely candidates when

modulating the frequency of AP firing. Of interest in this model, OT deficits have been claimed to
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account for some of symptoms seen in this model. Among many other modulators, OT plays a key role
for the modulation of | currents and control the AP firing frequency of superficial layer neurons of the
spinal cord (Breton et al., 2009). Since OT increases GABAergic inhibitory control in the spinal cord, it
is tempting to speculate that the long-lasting consequence of the lack of OT action in NMS rats renders
WDR neurons hyperexcitable when receiving peripheral sensory information. This working hypothesis
would require to record WDR neurons with an intracellular electrode in order to characterize the shape

of action potential.

To go one step further in this direction, a reduced inhibitory control by GABAergic interneurons has
also been involved in the expression of nociceptive hypersensitivity and pain symptoms. This inhibition
is critical to control and closes the “gate” as described initially by Melzack and Wall. Because most of
the inhibition is mediated by chloride permeable GABAA receptor-channels, we measured the
expression of chloride cotransporters NKCC1 and KCC2 because they have been involved in the
expression of inflammatory/neuropathic pain symptoms as well as in the expression of nociceptive

hypersensitivity (Price et al., 2005; Hasbargen et al., 2010; Kaila et al., 2014).

Chloride cotransporters NKCC1 and KCC2, controlling the import or export of chloride respectively,
are major determinants of the expression of pain symptoms. They were measured in the spinal cord
and DRG of NMS rats. As previously observed, NKCC1 expression is far much higher in NMS rats while
compared to control. A neonatal treatment of an antagonist of NKCC1 (bumetanide) during the
separation period rescues the nociceptive hypersensitivity as well as anxiety like symptoms and socials

deficits in adults NMS rats (Gazzo et al., 2021).

In summary, our findings suggest that an alteration in the coding properties of WDR spinal neurons
account for a large part for the enhanced nociceptive hypersensitivity of NMS rats. This sustained
hyperexcitability is contributed by several factors including a reduced chloride inhibition due to the
NKCC1 overexpression in the spinal cord. In addition with other possible mechanisms mentioned
above, this creates a dysregulation of the excitatory/inhibitory balance in superficial spinal networks
which, in term, is likely to favor the excessive coding of nociceptive information to supraspinal centers.
This study provides a new insight into the role of spinal WDR neurons in the integration of mechanical
and thermal stimuli in NMS rats, where a central spinal disinhibition leading to a neuronal
hyperexcitability as well as a decrease in peripheral nociceptor expression could partially be

responsible for the excessive nociceptive coding contribute to behavioral nociception.
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Supplementary figures and tables

Supplementary figure 1
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Supplementary Figure 1: Latency to first AP following a single hot (A) and cold (B) stimulation in CTRL
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Supplementary Table 1

Latency (ms)

1000+ ns
1
800+
600
4004
o0
2004 |
CTRL NMS

Nom de géne Amorce (a l'endroit et a Référence Région Taille de 'amplicon (bp)
I'envers) NCBI

PIEZO2 CGGCAATTCTTCTATGACCT 6739-6836 98
ATGATGATGAAGTCCACGGTG XM032885462

TRPA1l TTGCAAAGAAGTGGTCCAAA NM207608 2364-2471 108
GGCAACACGAAGATCATACTG

TRPMS8 AGTTTGTCCGCCTCTTCCTG NM134371 1453-1551 98
CTAGGGTGCTGAAGTGGGTG

TRPV1 GGGCATCTATGCTGTCATGAT NMO031982 1766-1852 87
AATCCAAACAAGAACACGAGG

NKCC1 GGGCCTCCTCACACGAAGAA NMO019229 2047-2138 91
TGAGGAGCCGAGGGTACTTCA

KCC2 ACTACAGCTGGCCACCTCGC NM134363 9507-2593 86
ATGCTGCCCTCAGAGAAACGC

HPRT TGGTGAAAAGGACCTCTCGAA NMO012583 557-647 91

TCAAGGGCATATCCAACAACA

Supplementary Table 1: Primer sets for all genes of interest.
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C. Article 3 : Entre Scylla et Charybdis : Une procédure de
conditionnement sensori-affective de double aversion pour évaluer les
aspects multidimensionnels de la douleur chez le rat

Introduction : La réponse comportementale a la douleur est complexe et met en jeu de nombreuses
structures cérébrales (« pain matrix ») qui déterminent I'expression sensori-discriminative (i.e
intensité, localisation) de celles-ci, mais également modulent I'état émotionnel et cognitif. L'évaluation
préclinique des symptomes douloureux, physiologiques ou pathologiques, s’appuie principalement sur
la mesure de reflexes nociceptifs. Cette réponse comportementale est révélatrice de la composante
sensori-discriminative de la douleur mais ne donne pas de renseignement sur I'état émotionnel et
cognitif. Afin de prendre en compte I'intégration supraspinale de I’expérience douloureuse, I'utilisation
de tests de préférence de place permet de prendre en compte les composantes menant a une prise de
décision et un comportement motivé des animaux face a un environnement aversif. Ce travail est une
tentative pour proposer d’utiliser un nouveau test comportemental ol les animaux sont libres de leurs
mouvements et doivent faire un choix entre I'aversion causée par un compartiment éclairé et une
stimulation thermique nociceptive. La réitération de ce test une heure aprés une premiere exposition

permet également d’évaluer la composante cognitive (i.e mémorisation/conditionnement).

Résultats principaux : La procédure de test, d’'une durée totale de 2 x 1 heure (par groupe de 4 rats),
a permis de mesurer les comportements nociceptifs et d’adaptation des animaux tout en identifiant
I'influence de I'état émotionnel sur ces comportements. Cette caractérisation a été effectuée dans
différentes conditions expérimentales : animaux naifs ou expriment des symptémes douloureux en
réponse a une lésion périphérique associée a une inflammation ou a une lésion nerveuse. Apres avoir
caractérisé le comportement général des rats naifs dans les différentes phases de test (comportements
d’adaptation, nociceptif, émotionnel, aversif, conditionnement ...) nous avons pu confirmer certains
de ces comportements en les supprimant a l'aide d’anxiolytiques (e.g. diazepam, etifoxine). Par
ailleurs, nous avons pu montrer la perte de comportement adaptatif chez les rats douloureux
(inflammatoires ou neuropathiques), exposés a des stimulations nociceptives chaudes. Ceci a
également montré la dépendance de ces troubles du comportement adaptatif vis-a-vis des symptémes

sensoriels (e.g. allodynie au chaud ou au froid).

Contribution de I'auteur : j'ai effectué une grande partie des tests comportementaux ainsi que leur
analyse chez i) une partie des animaux naifs ii) les animaux ETX et DZP iii) les animaux neuropathiques

cuff.

Note : cet article est en préparation
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ABSTRACT

While animal pain models are largely used to study the mechanisms underlying a number of
pathologies, behavioral testing often only relies on nociceptive reflexes and fail to account for the
cognitive and affective components of pain. We introduce here a new behavioral test that relies on
the conflict between a thermal nociceptive compartment and an aversive brightly lit compartment.
After a 5 minutes period of exploration between a dark and lit compartment where the floor
temperature is set at 25°C, a heating or cooling ramp is applied in the dark compartment. Latency to
first nociceptive reflex, latency to escape and time spent in each compartment is measured. This test
allows to measure the nociceptive threshold like classic hot or cold plate do, as well as the adaptative
escape behavior of freely moving animals. The test is reiterated an hour later in order to assess
conditioning. This test also allows to evaluate the cognitive and affective impairment induced by

anxiolytic treatments or animals models of inflammatory and neuropathic pain.

Keywords

Pain ; Nociception ; Sensori-affective behavior ; Escapable place preference ; Conditioning ; Thermal

place preference
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INTRODUCTION

Pain is defined by the International Association for the Study of Pain (IASP) as “an unpleasant sensory
and emotional experience associated with, or resembling that associated with, actual or potential
tissue damage, or described in terms of such damage” (Raja et al., 2020). Several components of pain
are commonly distinguished : (i) a sensori-discriminative nociceptive component, the most straight-
forward, which refers to the coding of the noxious message (quality, duration, localization, intensity);
(ii) the affective aspect underlies the unpleasantness of the pain experience, which can lead to
anxiodepressive comorbidities ; (iii) the cognitive component refers to the significance given to the
pain experience and its memorization ; finally, (iv) the behavioral aspect of pain underlies the motor
(including unconscious autonomic regulations) and verbal expression associated with the experience

of pain (Bushnell et al., 2013; Wilcox et al., 2015; Talbot et al., 2019).

The study of pain and its underlying mechanisms is of utmost importance in order to enable the
elaboration of new antalgic treatments and in the case of particularly pathologic pain which is an
increasing burden worldwide and the origin of more than half of medical consultations in Europe and
the United States of America (SFETD, 2017). A plethora of animal models, ranging from inflammatory
sensitization to neuropathic pain (Colleoni & Sacerdote, 2010; Gregory et al., 2013; Yalcin et al., 2014),
have emerged over time and proven effective to further our knowledge in the apparition and
maintenance of pain symptoms. However, assessment of pain symptoms in animal models still mainly
relies on reflex-based nociceptive tests (Barrot, 2012). These tests translate the sensori-discriminative
component of pain through the measure of the threshold eliciting an avoidance response to a noxious
stimulus. Although some tests have been developed to try and evaluate a more integrated concept of
pain in animal such as the Conditioning Placement Preference or other related operant paradigms
(Mauderli et al., 2000; LaBuda & Fuchs, 2001; Baliki et al., 2005; Navratilova et al., 2013), classic
nociceptive tests still mainly rely on reflex responses and do not enable the evaluation pain in all its
components. Moreover, most of the reflexes studied such as tail flicks or paw withdrawal have been
shown to be exhibited in decerebrated animals (Matthies & Franklin, 1992) and hardly translate the
supraspinal integrated responses associated with pain proper. It is also of notes that the nociceptive

threshold varies depending on the test used (Baliki et al., 2005).

Yet, the other components of pain are strongly entangled in our current society; chronic pain
negatively affects the clinical burden of patients (Fields, 1999). These comorbidities can be evaluated
separately in animals using specific behavioral testing [see review by (Kremer et al., 2021)], but are
currently under investigated in pain laboratories, which mostly focus on pain thresholds and

nociceptive reflexes.
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The aim of this work was to elaborate a testing procedure (SADAC: sensory-affective Double Avoidance
Conditioning test) capable of providing measures of nociceptive threshold and adaptative (affective
and cognitive) behaviors in freely moving rats. This procedure stems on avoidance behaviors of rats to
bright light or to a potentially painful thermal hot/cold stimulation. This procedure has been applied
to naive animals, animals treated with anxiolytics compounds, and to animals exhibiting inflammatory

and neuropathic pain symptoms.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Adult Wistar rats (Charles River, Saint Germain Nuelles, France) aged 6-8 weeks were used for this
study. Animals were housed in a temperature (22 + 1°C) and humidity (50 + 10%) controlled room
under a 12 h light-dark cycle (lights on at 7:00am), with ad libitum access to food and tap water. Both
males and females were used for this study, housed in collective cages according to sex. All procedures
were conducted in accordance with EU regulations and approved by the regional ethical committee

(authorization number 2019071018511286 v5).

Sensory-affective double avoidance test

In this study, we used an escapable pain testing procedure performed in a light/dark box arena, well
known for the assessment of anxiety-like symptoms (preference for the dark compartment). To do so,
a thermal place preference apparatus (Ugo-Basile, Italy), made of two Plexiglas cylinders (h: 25.5cm,
diameter: 20 cm), placed on separated temperature-controlled floors, was modified to create a “dark”
compartment by means of a transparent dark red plastic film. Because Wistar rats cannot see in the
red, the “dark” cylinder compartment allowed to perform a video monitoring as well as to score rat
behaviors at any time of the testing procedure (Figure 1A). The light in the other compartment was
set at twice the intensity recommended for evaluating anxiety-like symptoms in order to create a truly
aversive environment (120 lux). The 10-minute procedure consists in a 5 minute habituation period
with both floor temperatures are set at 25°C (close to room temperature), followed by a thermal
stimulation in the dark compartment, with ramp going from 25°C to 52°C (for hot) and from 25°C to

0°C (for cold). Both compartments are accessible at all times of the test.

By heating the floor from room temperature (25°C) to noxious hot (52°C) in the dark compartment at
a heating speed of 7°C/min, animals have to solve a conflict between their aversion to the lit
compartment and the motivation to escape the noxious hot stimulation in the dark compartment. A
temperature of 42°C was reached after 2 minutes of heating (i.e. minute 7 to 8). The dark compartment

floor reached a temperature of 52°C at 9 minutes (i.e. after 4 minutes of heating). A priori cutoff was
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set at 30 seconds during the last minute of the test if animals remained in the 52°C-floor dark
compartment, but was never reached in the present study. At the time of testing, animals are placed
in the dark compartment, and their behavior is manually monitored during 10 minutes and video-
recorded. An hour after the first exposition to the test, the procedure is repeated in a second session

to assess conditioning.

For cold testing, the test had to be modified, as the device could not reach cold temperatures as fast
as hot temperatures. Cooling started after the 5" minute, until the 18" minute to reach 0°C. A
temperature of 15°C, possibly nociceptive based on the literature, was reached around the 10%

minute. This corresponded to the cooling speed of 2°C/min.

Model of inflammatory sensitization

Animals were anesthetized with 3 % isoflurane (Ventoflurane®, Vibrac, France) pushed by compressed
air (700 mL / min). 100 pL of complete Freund’s adjuvant (CFA, Merch, USA) was then injected into the
plantar surface of both hindpaws. Animals were exposed to the SADAC 24 h after CFA injection, in
order to be outside of the acute inflammatory phase, which peaks 7 h after injection. Control animals

received no intraplantar injection.

Model of neuropathic pain

Animals were anesthetized with 4% isoflurane (Ventoflurane®, Vibrac, France) pushed by compressed
air (700 mL/ min). An incision was made on expose the right sciatic nerve of the animals and a
polyethylene cuff (1-mm-long splitted section; ID =0.86 mm, OD = 1.27 mm; PE-90, Harvard Apparatus,
Les Ulis, France) was placed around it. The skin as then closed with a nylon suture (Ethilon 4-0, Ethicon,

USA). Control rats underwent the same procedure without the cuff implantation.

Pharmacological treatments

Diazepam (TVM, CENTRAVET, Nancy) was diluted in NaCl 0.9 % to reach a dose of 1 mg/kg and injected
subcutaneously (s.c.) at a final volume of 20uL with a Hamilton syringe 20 minutes prior to the SADA
procedure. Etifoxine (EFX; 2-ethylamino-6-chloro-4-methyl-4-phenyl-4H-3,1-benzoxazine
hydrochloride) was kindly provided by Biocodex laboratories (Biocodex, Gentilly, France, batch n°562).
EFX was prepared in NaCl 0.9 % containing 1 % Tween 80 (v/v ; Merck, France) after dissolutionin 1.5 %
ethanol. EFX solution was administered intraperitoneally (i.p.; volume 0.5 mL/100 g) at a dose of
50 mg/kg once per day, for two days prior to the day of testing. The third and last injection was done
20 minutes prior to the SADA procedure. Control animals received an equivalent i.p. volume of NaCl

0.9 %.
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Statistical analysis

Data are expressed as mean * standard error of the mean. Statistical analysis was performed using the
GraphPad Prism 6 software (La Jolla, CA, USA). After verifying the linear distribution of the data, we
used parametric (two way ANOVA, group x time, Kolmogorov-Smirnov) or non-parametric (Mann-

Whitney, Wilcoxon t test) statistical tests.. A p value below 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS
General behavior of adult Wistar rats in the SADAC test

Figure 1A illustrates the time spent in the dark compartment of control Wistar (n=32) rats during 2
consecutive sessions of the SADAC. Overall, during the first 5 minutes, rats spent most of their time in
the “dark” compartment (i.e. cylinder with dark red filter, Figure 1A;), as expected. As soon as the heat
ramp started (after the 5" minute), they progressively left this dark compartment when floor

temperature increased to a maximum value of 52°C (Figure 1A,).

If the general behavior is similar for both sessions, there is significant differences in the place
preference of the animals (two-way ANOVA, group x time, F(g.555=2.097, p=0.0281). In comparison with
the habituation period during session 1 (before the conditioning), rats spend less time in the dark
compartment after conditioning (i.e. in session 2; Figure 1A;). A similar phenomenon is observed at
the beginning of the heating ramp before and after it reaches nociceptive. Using the temperature of
definitive escape from the dark compartment, we have also plotted the distribution of the rat
population present in the dark compartment during SADAC. In agreement with the analysis of time
spent in the dark compartment, rats are escaping earlier from the dark compartment during session 2
and this is well described by the temperature of “half-escape” which diminish from about 46°C to 39°C,
for session 1 and 2 respectively (Figure 1B; Kolmogorov-Smirnov, KS: D=0.7146; p<0.0001). In this
primary characterization, no differences between male (n = 8) and female rats (n = 8) were observed

(Supplementary Figure 1). This led us to pool all rats for the follow-up characterization.

Keys values and threshold are summarized in Table 1.
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Figure 1: General behavior of naive rats in the SADAC testing procedure

Animals are placed the SADAC device (A:) and tested for 10 minutes per session. The second
session is set one hour after the first. During the second session (A;), rats spend less time in the
dark compartment from the 5™ to the 7" minute. Statistical test: two-way ANOVA, group x time,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. (B) Survival curve representing the percentage of animals present
in the dark compartment in relation to the temperature of the floor. “Half escape” temperatures
are represented in dotted lines. (C) Nociceptive and escape threshold during both session.
Statistical test: two way ANOBA, group x time, **p<0.01, ***,SSS p< 0.001. (D) Histograms
representing the areas under the curves of the time spend in the dark compartment in the three
phases of the test during both sessions. Statistical test: two-way ANOVA, group x time,
(***)p<0.001; (**)p<0.01, (*)p<0.05.
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As seen in Figure A, animals remained mostly in the dark heated compartment before and after
reaching the nociceptive threshold values. This interesting feature allowed us to measure the
appearance of nociceptive behaviors, when the rats did stay in the compartment, before their
definitive escape. The mean threshold to observe a nociceptive behavior and a definitive escape form
the “dark” heated compartment are given in Figure 1C and Table 1. The mean threshold to observe a
nociceptive behavior was similar between both sessions. (Session 1= 43.0+0.4 °C; Session 2=
43.3 £ 0.2 °C, two-way ANOVA, p=0.9969). The average temperature threshold to observe a definitive
escape behavior is clearly different between the two sessions (as also seen with the half escape values).
This average temperature, extracted from the behavior of each rat, was of 46.8 + 0.4 °C (n = 32) during
session 1 whereas it was significantly reduced to 38.5 + 1.3°C (n = 32) in session 2 (two-way ANOVA,
p<0.0001). As mentioned above, the average values could only be taken from the rats who were
present in the dark compartment and this number is lower during session 2 because of the
conditioning. In our experimental conditions, the subpopulation of rats expressing a nociceptive reflex

in the dark compartment was of 88% (14/16) and of 38% (6/16) for session 1 and 2, respectively.

In an attempt to extract a conceptual analysis of the different phases of SADAC, we have divided the
test in three distinct parts: (1) the baseline period (BL), from minute 0 to 5 when the animals explore
freely the two compartments with the same floor temperature; (2) the anticipation period, (from
minute 5 to 7) when the heating ramp has started but has not reached nociceptive temperature
threshold of 42°C (AT) and; (3) the tolerance period (from minute 8 to 10), when the floor temperature
is above 42°C (TL) (Figure 1D). We have next calculated the area-under-the-curve (AUC) of time spent
in the dark compartment for both sessions (session 1 and 2) and performed a Two way ANOVA (AUC
per session x period). This statistical analysis is highly significant (F(s.s1s5=312.9, p<0.0001) and intra-
period post-hoc comparisons (between sessions) show at each period of time a significant reduction

in AUC for the time spent in the dark compartment during baseline, anticipation and tolerance periods.

Sensitivity of the place preference behavior to anxiolytics

In the next set of experiments, we characterized the effects of two anxiolytics, having different
pharmacological profile and consequences on affective/cognitive functions, on the different
behavioral parameters measured in the SADAC test. Results shown in Figure 2 illustrate the general
behavior of rats, 20 minutes after the injection of the classical benzodiazepine diazepam (DZP) or the

non-benzodiazepine anxiolytic etifoxine (ETX).
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Figure 2: Effect of anxiolytic treatment during the first session

(A1) General behaviour of saline-injected (SAL) and diazepam-injected (DZP) rats during the first
session. (A;) General behaviour of SA) and etifoxin-injected (ETX) rats during the first session.
Statistical test: two-way ANOVA treatment x time, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. (B) Survival
curves of the time spend in dark during the first session. “Half escape” temperatures are
represented in dotted lines. (C) Nociceptive and escape threshold during both session. Statistical
test: two way ANOBA, group x time, $$p<0.01, $$$p< 0.001

As seen in panels A;-A; of figure 2, DZP and EFX change significantly the escape behavior of the animal

exposed to SADAC (two-way ANOVA for DZP: Fg.7200= 2.101; p =0.0297 and for EFX: F(9.261)=4.410;
p<0.0001).

While no differences are seen for the baseline period between saline-injected animals and anxiolytic-
injected animals, DZP and EFX groups display distinct behaviors during the heating ramp period. DZP
rats spent significantly more time in the dark compartment during the anticipation period (see minutes
6 and 7). When the temperature reached the nociceptive threshold, both saline and DZP animals
resumed a behavior similar as previously described. Comparatively, EFX-treated rats stayed longer in

the dark compartment before (minute 7) and after the temperature threshold of 42°C (minutes 8 and

9) (Figure 2B, Table 1).
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While considering the cumulative distribution of the rat population in the dark compartment (Figure
2B), and despite a visual difference in the shape of the distribution between DZP- and EFX treated
groups, we failed to reveal a difference using the Kolmogorov-Smirnov test (Saline- vs. DZP-injected
group: KS D =0.2857, p = 0.2032; Saline- vs. EFX-injected group: KS D = 0.9971). As seen in Figure 2C
and Table 1, mean temperature thresholds to observe the first nociceptive behavior do not seem to
be affected by the anxiolytics treatments. This is not the case for the mean escape temperature

threshold, which is significantly lower only in the DZP group

Overall, anxiolytics do not seem to affect nociceptive thresholds but does affect the place preference

behavior while being exposed to a nociceptive but escapable hot environment.

Anxiolytic effect on the conditioning procedure

As seen in Table 1, mean temperature threshold to observe a nociceptive behavior, for session 1 and
session 2, was similar for control (not injected) and saline-injected rats. Similarly, to the control group,
escape temperature threshold in saline-injected rats decreased significantly from 48.5+ 0.6 °C in
session 1 to 41.2 + 2.4 °C in session 2 (Wilcoxon t test, P=0.0078). This confirms the efficacy of the
conditioning procedure to reduce the time to escape the dark compartment associated with the
noxious hot stimulation, translated by a reduction in the time spent in the dark compartment and the
half-escape threshold (Figure 3A, from 49.1°C to 43.7°C, Mann Whitney, U=173, p=0.0008). This is also
well shown by the AUC of the time spent in dark during the baseline (Wilcoxon t test BL p=0.0013),
the anticipation (Wilcoxon t test AT p=0.0934) and the tolerance periods (Wilcoxon t test TL p=0.0004)
(Figure 3A3).

Interestingly, DZP injection prevents conditioning as we find no difference of behavior between the
first and second session (Figure 3B, Table 1) for: i) the time spent at dark (two-way ANOVA,
Fi9.252=0.7061, p=0.7031), ii) the temperature of half-escape (Session 1: 49.1 °C; Session 2: 47.3 °C;
Mann Whitney, U=282, P=0.0662) or iii) the AUC of time spent in dark (Wilcoxon t test, BL p=0.9399,
AT p=0.2293, TL p=0.3591). Compared to DZP, EFX preserves the conditioning. EFX-treatment still
delayed the escape behavior as seen by the significant reduction of the total time spent in dark
compartment (two-way ANOVA, F(252=5.527, p<0.0001), a reduction of the escape temperature
threshold (49.1°C to 45.7°C; Mann Whitney, U=181.5, P=0.0001) and the reduction in the AUC during
the tolerance period (Wilcoxon t test, BL p=0.6685, AT p=0.1924, TL p=0.0002).
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Figure 3: Effect of anxiolytic treatment on heat conditioning
Time spend in dark, survival curve and area under the curve of time spend in dark of SAL (A), DZP

(B) and ETX (C) animals during the first and second session. Statistical test: two-way ANOVA group
x time, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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In summary, DZP and EFX treatment strongly affects the behavior of rats in SADAC test. Anxiolytics

reduced the time spent in the dark compartment because of its association with the noxious hot

stimulation. The anticipated escape behavior during the second session is also impaired. Interestingly,

EFX treatment do not affect the escape behavior contrary to DZP.
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Influence of inflammatory pain on behaviors, place conditioning and temperature thresholds for
heat

We then measured the impact of a painful inflammation induced by a unilateral intraplantar CFA
injection (Figure 4, Table 1). As previously described, animal that received an intraplantar saline
injection behaved similarly to control and other saline-injected animals. During session 2, the time
spent in the dark compartment is significantly reduced (two-way ANOVA, Fs.5,=2.403, p=0.0125) as
is half-escape temperature (Session 1, 47.6°C; Session 2= 42.9°C; Mann Whintey, U=173, p=0.0008).
No differences are seen for the first nociceptive behavior temperature threshold (Supplementary
figure 2; S1: 43.0+£ 0.7 °C, S2: 43.1 £ 0.7 °C; Wilcoxon t test, p=0.8125) but there is a decrease in the
temperature of escape (S1: 46.2 £ 1.0 °C, S2: 37.9 £ 2.0 °C, Wilcoxon t test, p=0.0034). In the second
session, conditioning was also effective in the baseline and anticipation period of the test (Wilcoxon t
test, BL p=0.0017; AT p=0.0021). Indeed, in the second session, 19% of animals left the dark

compartment before the heat ramp even started and 46% of the remaining animals left before the

heat reached nociceptive levels.
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Figure 4: Impact of inflammation on the SADAC testing procedure
Time spend in dark, survival curve and area under the curve of time spend in dark of SAL (A) and

CFA (B) animals during the first and second session. Statistical test: two-way ANOVA group x time,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

113



As expected, CFA animals exhibit lower nociceptive thresholds compared to saline animals
(Supplementary Figure 2, Session 1; CFA=34.4 + 1.3 °C; Saline=43.0 + 0.7 °C; Mann Whitney, U=6.000,
p>0.0001). Interestingly, conditioning in CFA-injected rats was only partial. More precisely, CFA-
injected animals show a significant reduction in AUC during the baseline period (Wilcoxon t test, BL
p=0.0308) and the escape period (Wilcoxon t test, ES p=0.0002), but not during the anticipation period
(Wilcoxon t test, AT p=0.7148).

Influence of neuropathic pain on behaviors, place conditioning and temperature thresholds for
heat

We next tested rats expressing neuropathic pain symptoms because of a chronic sciatic nerve
constriction injury (cuff group). The control group consisted a sham surgery. Sham rats spent less time
in the dark compartment during the second session, once the temperatures had reached 42°C (Figure
5A; two-way ANOVA F(s.270)-1.004, p=0.0188). A strong reduction in the half escape temperature is also
seen (S1: 47.7°C; S2= 38.4°C; Mann Whitney, U=227.5, p=0.0053) demonstrating that conditioning is
effective. It is to be noted that this conditioning is only partial as baseline and anticipation do not differ
between the first and second session (Wilcoxon t test, BL p=0.8438, AT p=0.8125). A significant
reduction is, however, seen while analyzing the AUC for the tolerance period (Wilcoxon t test, TL

P=0.0234).

Compare to sham animals, time spent in the dark compartment in cuffed animals during session 1 and
session 2 is similar (Figure 5B). However, the survival curves shows slight differences in escape
behavior. If the half-escape temperature does lower between the two session (51=48.9°C; S2=45.7°C;
Mann Whitney, U=106.5, p=0.0001), neuropathic pain blunted the effect of conditioning in all periods
of the test (Wilcoxon t test on AUC, Bl p=0.1094, AT p=0.6406, TL p=0.0547) where animals spent as

much time in the dark compartment compared to the first session.

114



= )
o
o
1

- 25°C 42°C

/52°C- Sham Baseline Anticipation Tolerance

[J Session 1
(o[ (L EVIVIVVIVIVIVIVIVIVIVIV: 400- Bl Session 2
S 80 < 801
4 [%] 1
X (&)
= a0 = 604
K 60_ =Rl SRRSO VAR
% 40- < 401
v £ ]
£ 204 ) S 200 o session1
= -O- SHAM-session 1 < 1 - session? :
1 -® SHAM-session 2 0- : sohnn
O T T T T T T T T T 1
012345678910 25 30 35 40 45 50
Minutes Temperature (°C)

o

/52°C' Cuff Baseline  Anticipation Tolerance
—25°C 42°C

ns [] Session 1
100+ 1004 vvvuuuuuuuLUUUUUL 4001 B Session 2
—~ ] < 1
X 80 < 80 at
VR 7 1 300 R
5 60 E 60+ ns
E 1 = 404 3 D 2001 . ad
© 404 © : : . —0s
e E L] 4 .
[ 204 -O- CUFF-session 1 5( 4 : sess?on 1 1007
. session 2 : .
1 @ CUFF-session 2 04 : : H
0+ T
0123456782910 25 30 35 40 45 50 55
Minutes Temperature (°C)

Figure 5: Impact of a neuropathy on the SADAC testing procedure with a heat ramp

Time spend in dark, survival curve and area under the curve of time spend in dark of sham (A) and
Cuff (B) animals during the first and second session. Statistical test: two-way ANOVA group x time,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Behavioral responses of neuropathic rats to SADAC using cold temperatures

While nociceptive tests using heat are widely used, ranging from hot water (tail flick test), to radiant
heat (Hargreaves’ test) as well as static or dynamic hot plate, sensibility to cold is much harder to
qualify and more rarely used. It is even more interesting in the case of neuropathic pain as cold
allodynia/hyperalgesia is often observed. In that context, we have adapted the SADAC test in order to

test “cuffed” rats with a cooling ramp instead of a heating one. Key values and thresholds are

summarized in Table 2.

During the first 10 minutes of the first session, sham-operated animals mostly remained (about 80%
of the animals) in the dark compartment even after the start of the cooling ramp at the 5" minute.
When the temperature reached nociceptive levels (15°C), rats progressively left the cold compartment
until none of them remained when it reached 0°C at the 18™ minute (Figure 5A). During the second

session, if animals remained in the dark compartment during the baseline period, they quickly and
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consistently escaped when the cooling began (Figure 6A, two way ANOVA, F(17.235=1.770, P=0.0327).
In agreement, there is a shift in temperatures of half escape during the first (8.2°C) and the second
(13.7°C) session demonstrating an effective conditioning by cold (Mann Whitney, U=206.5, p=0.0018).
As seen by the AUC analysis, it appears that cold conditioning mostly affects the sham group of rats

during the anticipation (Wilcoxon t test, p=0.0313) and the tolerance period (p=0.0313) of the test but
not during the baseline (p=0.3750).
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Figure 6: Impact of a neuropathy on the SADAC testing procedure with a cold ramp
Time spend in dark, survival curve and area under the curve of time spend in dark of sham (A) and

Cuff (B) animals during the first and second session. Statistical test: two-way ANOVA group x time,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Cuff animals tended to spend less time in the dark compartment than sham even before the cooling
ramp (80% for sham vs 60% for cuff). When the cooling began, they progressively left the dark cold
compartment similarly to sham animals. During the second session, an effective cold-conditioning can
be observed as cuff animals left the cold dark compartment significantly faster (two way ANOVA,
F17.238=1.770, P=0.0327). An increased temperature of half escape is also seen (Session 1=7°C; Session
2=20°C). Cold conditioning is very effective on the anticipation (Wilcoxon t test p=0.0156) and escape

(p=0.0313) as well as the baseline in the second session (p=0.0391), suggesting a higher sensibility to

cold in cuffed animals.
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The cold conditioning paradigm of the SADAC renders difficult to estimate the threshold for
nociceptive behavior, as very few animal tend to stay in the dark cold compartment (Table 2). With
these low number, cuff animals tend to have a higher threshold to cold temperatures (i.e more
sensitive) compared to sham-operated rats (sham: 12.6 £ 0.8 °C, cuff: 15.4+ 1.9 °C) although the

difference did not reach a statistical difference (Mann Whitney, U=12, P=0.6494).

DISCUSSION

While pain is a multidimensional, complex integrated process, most preclinical studies only focus on
the sensori-discritminative pain of the experience (i.e nociception). It is indeed a challenge to take in
account the affective and cognitive component of pain in non-verbal animals who have no way of
expressing their subjective pain in a measurable or quantifiable way. As such, researchers have tried
to come up with paradigms going beyond the mere sensory element of nociception (Navratilova et al.,
2013). While many of those new approaches are based on operant behaviour, wherein animals have
to be trained to complete a task before being tested, we propose here a test that do not require

previous training or habituation and can be used in naive animals.

In controls animals, we therefore are able to distinguish two thresholds: the temperature that elicits
the first nociceptive reflex, similar to a classic hot or cold plate test, and the temperature prompting
the animal to leave the compartment for good. It highlights the separation between a nociceptive
reflex and the conscious decision to escape an aversive situation, as previously hinted at in the
literature (LaBuda & Fuchs, 2001). This test also provides the opportunities to measure the
effectiveness of thermal conditioning as it can be repeated an hour after the first session. After the
first session, rats spent less time in the nociceptive compartment both before (baseline) the heating
ramp starts, before it reaches nociceptive levels (anticipation) and after the noxious threshold is
reached (tolerance), leading to an overall decrease of the escape threshold, but not the nociceptive

one (granted only few animals remained long enough to exhibit such a reflex).

The use of anxiolytics however blunts this conditioning. If nociceptive thresholds are not affected, the
escape thresholds and time spent in the dark compartment are altered in the case of DZP and ETX
injected animals. It is particularly interesting to note that DZP and EFX treatments had similar
consequences in the test with slight differences. While both anxiolytics induced a clear delay in the
escape from the heated dark compartment, heat conditioning did partially work on ETX injected
animals in the nociceptive range of the test (i.e tolerance) while DZP animals showed no sign of

learning compared to the first session. This result is consistent with a number of studies reporting the
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effect of anxiolytics, and notably drugs used in the treatment of chronic pains, on cognitive functions

(Stein & Strickland, 1998).

In human, pain and persistent pains are accompanied by emotional comorbidities from an increase of
anxiety and a vulnerability to depression to catastrophization in which the anticipation and experience
of pain is worsen by a negative mental state (Meints & Edwards, 2018) . This phenomenon is scarcely
measurable with classic nociceptive tests in animals. In that context, our paradigm involves supraspinal
processes of an integrated behaviour that cannot be assessed in those tests. As such, it is of particular
interest to see the impact of inflammatory or neuropathic pain on the adaptive response of rats when
faced with a nociceptive stimulus with a possibility of escape against another aversive stimulation (i.e
light). Indeed, even if CFA injected or cuffed rats present a nociceptive hyperalgesia, they tend to
remain in the dark heated compartment even after it has become nociceptive. As pain impacts
cognitive capacities (Gregoire et al., 2012), it appears that in this test, pain induces a delay in the
decision making processes leading to the definitive exit of the heated compartment as well as the
memorization of the test. Painful animals therefore present a blunted adaptive response to a
nociceptive aversive stimulation beyond the mere nociceptive threshold. It is interesting to note that
if in the literature neuropathic cuffed animals are not typically described as showing hypersensitivity
to heat, they do show an altered spontaneous behaviour to thermal heat in this place conditioning

paradigm.

While the use of heated plates are widely used in nociceptive test, cold plate test are less common as
it provokes less of a reaction in animals, and the scoring relies on the amount of behaviour exhibited
in a certain amount of time or the amount of time spent presenting this behaviour (Jasmin et al., 1998).
As neuropathic cuffed animals are allodynic to cold, the use of a cold ramp instead of a hot one in the
SADAC test provided new insights on the spontaneous behaviour relating to cold of both sham and
cuffed rats. Both sham and cuffed animals had a nociceptive threshold around the 15°C cold threshold
commonly described in the literature (Allchorne et al., 2005) and a strong adaptive response to cooling
upon the second session. It demonstrates an efficient aversive conditioning by cold temperatures.
Most animals of both groups left the compartment before the ramp even started or reached 15°C. This
conditioning appears stronger in cuffed animals, which is in good agreement with their described

hypersensitivity to cold (Aouad et al., 2014).

In summary, this new proposed paradigm allows not only the measure of classic nociceptive thresholds
with the use of dynamic cold and hot plates, allowing the assessment and differentiation allodynia and
hyperalgesia behaviours in animals (Yalcin et al., 2009), but also speaks for an integrated cortical

integration leading to a proactive avoidance behaviour of freely moving animals without prior training.
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SUMMARY TABLES

Table 1: Summary table of heat-SADAC

Figure 1
Nociceptive behaviour cT
(n=32)
Mociceptive threshold 51 (°C) 43.7+0.2
Mociceptive threshold 52 (°C) 43.310.2
(5/32)
Tolerance Behaviour cT
(n=32)
Escape threshold session 1 {"C) 46.810.4
Delta escape-nociception (°C) 3.810.5
Half escape escape session 1 46.4
Escape before heat ramp (% animals) 0%
Escape before 42°C (% animals) 6%
(2/32)
Conditioning/learning CcT
(n=32)
Escape threshold session 2 {°C) 38.5+1.3
Delta escape session 2-1 ("C) 2.1+0.3
Half escape escape session 2 40.9
Escape before heat ramp (% animals) 13%
(4/32)
Escape before 42°C (% animals) 61%
(17/28)

CT saline
(n=8)

43,7102

43.040.5
(2/8)

CT saline
(n=8)
48.510.6
3.810.9
439.1
0%

0%

CT saline
(n=8)
41.2+2.1
1.1+1.7
43.7

0

25%
(2/8)

Figure 2 and 3

DZP EFX
(n=15) (n=16)
43.5+0.4 43.7+0.4
43.5+0.3 43.8+0.3
{10/15) (13/16)
DZP EFX
(n=15} (n=15}
45.8+1.1 49.1+0.3
5.740.6 5.54+0.6
48.4 49.1
0% 0%

27%

(a/15) 0%
DZP EFX
(n=15) (n=15)
44.3+1.6 44.4+1.1
5.2+0.5 1.8+0.4
45.6 45.7

7%
(1/15) 0
29% 13%
(4/14]) (2/15)

Figure 4
CT saline CFA
(n=16) (n=13)
43.0£0.7 24.4%1.3
43.1+0.7 33.0%2.3
(7/16) (12/13)
CT saline CFA
(n=18) (n=8)
45.241.0 50.0+0.4
3.1+0.8 16.5+1.9
46.8 45.8
0% 0%
13% 0%
(2/16)

CT saline CFA
(n=16) (n=13)
37.912.0 42,7124
0.8x0.6 15.612.3

41 A8.27
19% 0
(3/18)

46% 15%
(6/13) (2/13)

Figure 5
CT Sham Cuff
(n=8) (n=8)
44.520.7 43.0%0.2
43.3 41.7+0.2
(1/8) (3/8)
CT Sham Cuff
(n=8) [n=8)
45.811.6 46.811.4
1.7+0.6 2.5x0.8
a7.7 48.9
0% 0%
25% 0%
(2/8)

CT Sham Cuff
(n=8) (n=8)
37722 38.712.2
2.7+2.0 0.5x0.3
384 a5.7
13% 25%
(1/8) (2/8)
86% 0

(6/7)
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Table 2: Summary of cold-SADAC

Mociceptive behaviour to cold

Mociceptive threshold 51 (°C)
Mociceptive threshold 52 (°C)

Cold Session 1

Escape threshold session 1 {°C)

Delta escape ("C)

50% definitive escape session 1
Escape before heat ramp (% animals)

Escape before 42°C (% animals)

Cold Session 2

Escape threshold session 2 (°C)

Delta escape (°C)

50% definitive escape session 2
Escape before heat ramp (% animals)

Escape before 42°C (% animals)

Sham
(n=8)
12.610.8
19.0
(1/8)

Sham
(n=8)
8.0+£1.6°C
-5.4%1.6°C
8.2°C

0%

0%

Sham
(n=8)
16.1+2.7°C
-6.5°C
13.7°C
14%
(1/7)
50%
(3/6)

Cuff
(n=8)
15.441.9°C
11.6
(1/8)

Cuff
(n=8)
9.5+2.4°C
-1,842.3°C
=7°C

0

13%
(1/8)

Cuff
(n=8)
18.8+2.7°C
-2.9°C
=20°C
38%
(3/8)
4056
(2/5)
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SUPPLEMENTARY FIGURE
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Supplementary figure 1: Comparison of the time spend in the dark compartment between male and
female rats for both sessions. Statistical test: two-way ANOVA, group x time.
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Supplementary figure 2: Nociceptive and escape threshold of Saline-injected (SAL), inflammatory
(CFA), sham-operated (SHAM) and cuff-operated (CUFF) animals. Mann Whitney, (***;5$5$)p<0.001,

(**)p<0.001, (*;$)p<0.005.
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V. DISCUSSION




A. Intégration thermique différentielle par les neurones convergents
des couches profondes de la CDME

La premiere partie de ce travail de these a caractérisé de maniére fine I'intégration des informations
nociceptives chaudes et froides des neurones WDR des couches profondes de la CDME (article 1).
Initialement décrits par Mendell (Mendell & Wall, 1965; Mendell, 1966), ces neurones ont la propriété

de recevoir des informations convergentes a la fois nociceptives et non nociceptives.

Dans nos conditions expérimentales, la majorité (83%) des neurones mécanosensibles enregistrés ont
répondu aux stimulations chaudes, et la moitié de ceux-ci ont également répondu aux stimulations
froides. Ces résultats sont en accord avec la littérature qui décrit une grande proportion de neurones
multimodaux dans la CDME, bien que la modalité au froid a rarement été étudiée en détail chez ces
populations neuronales (Menetrey et al., 1977; Menetrey et al., 1979; Dado et al., 1994; Khasabov et
al., 2001; Todd et al., 2005; Ran et al., 2016).

De maniére surprenante, ces neurones WDR semblent étre nociceptifs spécifiques pour le chaud avec
un seuil d’activation de 43°C, contrairement au froid ou des stimulations non nociceptives ont
provoqué des décharges de PA (seuils variabless de 25°C a 9°C). Ce résultat pourrait s’expliquer par le
fait que les neurones ont été sélectionnés sur la base de leur réponse a des stimulations mécaniques
nociceptives ce qui a limité la population neuronale enregistrée a celle recevant des informations de
fibres mécanosensibles a haut seuil d’activation. Il est donc possible qu’une autre population de
neurones WDR a bas seuil d’activation soit responsable de la prise en charge des informations non
nociceptive pour le chaud. Dans nos conditions expérimentales, nous ne pouvons pas non plus exclure

I’existence de neurones WDR thermiques spécifiques mécano-insensibles.

Nous avons également pu mettre en évidence que les neurones WDR des couches profondes
présentent un profil de réponse différent entre le chaud et le froid. Suite a des stimulations rapides a
52°C et 0°C, la latence d’apparition des premiers PA se fait deux fois plus rapidement pour le froid
(210ms) que pour le chaud (490ms) alors que le nombre de PA émis est équivalent. Cette latence
dépend de plusieurs parameétres: le temps de chauffe ou de refroidissement de la thermode
micropeltier (vitesse de rampe fixée a 300°C/s), l'inertie de la peau jusqu’a ce que la température
diffuse au niveau des nocicepteurs (environ 50um en dessous de la peau), le temps d’activation du
détecteur moléculaire pour générer un PA estimé a 35 ms pourles canaux TRP (Cesare & McNaughton,
1996) et la vitesse de propagation le long des fibres afférentes stimulées jusqu’a arriver au niveau du

neurone WDR enregistré.

De précédentes études se sont efforcées a modéliser la réponse de fibres C en réponse a du chaud

nociceptif. Elles reportent une latence 500ms pour déclencher un réflexe comportemental dans le test
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de « tail-flick », avancant que les fibres A ne sont pas impliquées dans ce réflexe (Benoist et al., 2008)
et une latence de 600 ms dans la modélisation de la réponse d’une fibre C en contact avec un métal
chauffé a 60°C (Xu et al., 2010). La latence obtenue dans nos résultats pour la réponse au chaud est en
adéquation avec ces modeles, en prenant en compte que la différence de source de chaleur (différent
métal et chaleur radiante) pourrait expliquer la variabilité entre les délais observés. Parallélement, si
aucune modélisation du refroidissement de la peau par conduction n’existe a ce jour a notre
conaissance, le délai deux fois plus rapide de la réponse au froid n’est pas compatible avec une
transmission par les fibres C (i.e. vitesse lente de conduction) et suggére donc I'implication des fibres

Ad mélinisées.

Un autre élément soutenant cette hypothese provient des profils différentiels des neurones WDR en
réponse a des stimulations thermiques répétées. Durant les premiéres secondes de stimulations
itératives chaudes, les neurones WDR présentent une facilitation de la réponse réminiscente du
phénoméne de « wind-up » induite par une stimulation répétée des fibres C (Mendell & Wall, 1965).
Cette facilitation de la réponse n’est en revanche pas observée dans le cas des stimulations répétées
froides ou la fréquence de décharge diminue progressivement durant toute la durée du protocle. Ces
résultats font échos aux propriétés adaptatives des fibres Ad sensibles au froid décrites dans la
litérature qui désensibilisent rapidement suite a des stimulations continues (Darian-Smith et al., 1973).
Il est également a noter que les stimulations chaudes ont provoqué systématiquement des « post-
décharges » (i.e activité neuronale qui persiste apres la fin de la stimulation) qui est une propriété
unique des fibres C, ce qui a rarement été le cas pour les stimulations froides. Ce phénomeéne est

illustré dans l'article 2.

Dans la continuité de ces résultats, le profil de réponse des neurones WDR face a des stimulations
longues (5 secondes) a des températures variables entre 0°C et 52°C illustre bien cette intégration
spinale différente entre le chaud et le froid. Si dans le cas du chaud, la fréquence de décharge
augmente avec 'intensité de la stimulation, un plateau de réponse est observé pour le froid. Ce profil,
observé chez les fibres thermosensibles dans le nez du chat (Hensel & Kenshalo, 1969) a été caractérisé
dans une élégante étude d’imagerie bi-photons de la CDME de Ran et collaborateurs. Ills mettent en
avant une intégration « adaptative » pour le froid (i.e pic de réponse au début de la stimulation suivi
d’une adaptation) et une intégration « absolue » pour le chaud (i.e 'amplitude de la réponse est
proportionnelle a I'intensité de stimulation) par les neurones thermosensibles de la moelle épiniere
(Ranetal., 2016). L’adaptation de la réponse « relative » au froid témoigne de la capacité des neurones
sensoriels a détecter des baisses de températures cutanées, mais ne refletent pas l'intensité de cette
température. Wang et collaborateurs ont donc proposé I’hypothése suivante : I'intensité du chaud

nociceptif est codée par le nombre de neurones activés et I'amplitude de leur réponse au chaud
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(codage graduel) tandis que l'intensité du froid découle de I'activité résultante d’une population de
neurones répondant a différentes gammes de température froides (codage combinatoire) (Wang et

al., 2018).
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Figure 33 : lllustration de la réponse thermique de fibres dans le nez du chat (Hensel & Kenshalo,
1969)

Représentation de la réponse moyenne en PA de fibres thermosensibles dans le nez du chat en réponse a
différentes températures.

Historiquement, il a souvent été considéré que la détection des informations chaudes et froides est
faite de maniére séparée (i.e théorie de la spécificité), les fibres C pour le chaud et les fibres A pour
le froid. Cette idée a ensuite été confortée par I'identification des récepteurs TRPV1 et TRPMS, acteurs
principaux de la thermosensibilité, exprimés en grande partie par des populations de fibres différentes
(Dhaka et al., 2008). De plus, I'ablation de ces récepteurs induit une perte de sensation thermique
spécifique quasi-totale sans affecter la sensibilité mécanique. Cette hypothese est contestée par la
prévalence de neurones polymodaux dans les GRD (Wang et al., 2018). Prescott et collaborateur
argumentent donc en faveur d’une théorie « combinatoire », similaire a la théorie des patrons de
décharges, dans laquelle un stimulus active plusieurs neurones spécialisés dans une combinaison
unique, et que c’est la résultante de cette co-activation de populations neuronales qui donne naissance

a la sensation de douleur thermique (Prescott & Ratte, 2012).

Il est donc intéressant de noter que lintégration des informations thermiques dans le cortex

insulaire, désignée comme le coeur de l'inégration corticale thermique (Craig et al., 2000), se fait
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également de maniére différentielle (Vestergaard et al., 2023). C'est également le cas dans le cortext
somatosensoriel. Des données psychologiques renforcent cette différence entre le chaud et le froid:
les sujets humains décrivent la sensation douloureuse froide de maniére différente que celle le
chaud, a des intensités de stimualtions similaires. Le froid est généralement plus difficiles a décrire,
requiert une plus différence de température pour éliciter une sensation douloureuse, et la sensation
déplaisante de la stimulation persiste longuement apres la fin de I'expérience. Les auteurs proposent
donc une double intégration centrale : une méme voie transmettant les informations nociceptives
chaudes et froides donnant une valance émotionelle déplaisante a I'éxpérience, et des voies séparées
comprenant les informations qualitatives sensori-discriminatives de chaque modalité (Morin &

Bushnell, 1998).

Compte tenu de I'existance de neurones thermiques spécifiques et polymodaux au sein de la moelle
épiniére, il est possible d’imaginer un systéme spinal basé sur le méme principe. Les informations
chaudes et froides, portées par les nocicpeteurs C et A, arrivent dans les couches superficielles ou
profondes de la CDME. Dans les couches superficelles, des neurones nociceptifs spécifiques au chaud
et au froid sont présents, les neurones pyramidaux COLD répondent au froid non nociceptif et inhibent
I'acitivité des neurones multipolaires HPC. Lorsque I'activité nociceptive augmente, I'acitvité des
neurones HPC surpasse I'activité inihbitrice et donne lieu a la transmission nociceptive thermique.
Dans les couches profondes, nous avons pu mettre en évidence des neurones WDR-MH et WDR-MHC.
Nous ne pouvons pas non plus exclure I'existance de neurones thermique spécifique mécano-
insensibles, ou méme de neurones WDR-MC. La résultante de l'activité du réseau d’interneurones
active les neurones de projection (6% dans la couche |, 25% des neurones WDR dans la couche V) qui

projetteraient dans les structures supraspinales selon deux voies ascendantes :

- une voie multimodale qui arrive dans les structures supraspinales impliquées dans la réponse

affectivo-émotionelle de la douleur (par exemple les noyaux thalamiques VMPo et intralaminaires)

- une voie thermique spécifique, ségrégant les informations chaudes et froides qui sont ensuite
intégrées au niveau supraspinal (par exemple par les noyaux thalamiques VPM/VPL) dans leur

composante sensori-discriminative.

La différence d’information pour séparer les informations froides et chaudes proviendrait du codage
méme par les neurones spinaux et corticaux. Un codage « graduel » ou « absolu » serait la signature
électrophysiologique du chaud tandis qu’un codage « combinatoire » ou « relatif » serait celle du froid.
La question de I'existence de neurones de projection thermiques spécifiques ou polymodaux reste une

guestion ouverte.
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Ces résultats sous-tendent un réle important, peut-étre sous-estimé des neurones WDR dans
I'intégration douloureuse. On peut donc s’interroger sur leur réle en condition d’hypersensibilité
douloureuse. Dans ce contexte, notre laboratoire a longuement étudié le modeéle de Séparation
Maternelle Néonatale (SMN), visant a étudier les conséquence d’'une séparation parentale chez les

enfants prématurés, qui induit a I’age adulte des hypersensibilités nociceptives généralisées.
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Figure 34 : Schéma hypothétique de la transmission des informations thermiques

Les informations nociceptives thermiques, préférentiellement portées par les fibres C peptidergiques (CRPG*) et non-peptidergiques (IB4*) pour le chaud (rouge) et par les fibres A pour le froid
(bleu) arrivent, i) au niveau des couches superficielles ii) directement ou indirectement aux neurones WDR des couches profondes. Les informations du chaud et du froid au niveau spinal sont
transmises selon des voies séparées dans les noyaux thalamiques sensori-discriminatif (VPM, VPL) et des voies multimodales dans les noyaux thalamiques affectivo-émotionels (VMPo, noyaux
intralaminaires). Ces informations, suite a une intégration corticale (non représentée ici) donne naissance a la douleur thermique.
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B. Impact d’une séparation maternelle néonatale sur l'intégration
thermonociceptive des neurones WDR des couches profondes de |a

CDME

Il est maintenant bien accepté que la SMN provoque des conséquences a long-terme sur le
développement du systéme nerveux nociceptif, découlant d’altérations fonctionnelles a la fois au
niveau périphérique et au niveau central (Melchior et al., 2021). La deuxiéme partie de ces travaux de

theése a caractérisé la réponse au chaud et au froid nociceptif des neurones WDR d’animaux SMN.

En accord avec les travaux précédents du laboratoires (Juif et al., 2016; Melchior et al., 2018; Gazzo et
al.,, 2021), les animaux SMN sont hypersensibles aux stimulations mécaniques et thermiques,
notamment au froid ce qui a rarement été étudié dans ce modele. Dans notre étude, nous avons pu
corréler cette hypersensibilité nociceptive comportementale a une hyperexcitabilité des neurones
WDR. Elle se traduit par une augmentation du nombre et de la fréquence de potentiels d’actions émis
suite a des stimulations nociceptives, sans modification des latences de réponses ou des seuils

d’activation.

Dans notre étude, I'expression des transcrits codant pour les détecteurs moléculaires dans les GRD et
la ME n’est pas augmentée comme on pourrait s’y attendre, mais au contraire diminuée dans le cas
des TRP. Si I'expression de Piezo2 reste inchangée, il n’est pas exclu que d’autre détecteurs
moléculaires impliqués dans la transduction des informations mécaniques (Hill & Bautista, 2020) soient
modifiés par la SMN. A condition que I'expression des protéines soit aussi pareillement diminuée, la
baisse d’expression des TRP pourrait étre une tentative de compenser I’hyperexcitabilité des FAP (Hu
et al., 2013; Juif et al., 2016). La SMN cause une altération de la maturation des fibres C qui résulte en
une surexpression des canaux Na,1.8 (Juif et al., 2016) et une sous-sexpression des canaux K,1.2 (Luo
et al., 2011) qui perdurent a I'dge adulte, ainsi qu’une sensibilisation des fibres AS (Paniagua et al.,
2020). Les latences et seuils d’activation étant similaires entre les rats SMN et les rats contréles, et
I’'absence de différence dans la cinétique de réponse face a des stimulations courtes et longues tendent
également a exclure une altération du fonctionnement des détecteurs moléculaires périphériques ou
encore une modification de la vitesse de conduction des fibres dans I’hyperexcitabilité des neurones

WDR enregistrés.

L’altération du codage chez les neurones WDR de rats SMN se manifeste par une augmentation de la
fréquence de décharge pour une stimulation nociceptive donnée. Ce ne serait donc pas les propriétés
passives des neurones qui seraient affectées par la SMN, mais les propriétés actives permettant la

génération de PA a haute fréquence. Si I'expression d’un certain nombre de canaux « de fuite » K,P
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(Task1, Trek2, Tresk, Traak) responsables du potentiel de membrane au repos, est augmentée durant
la période néonatale chez les animaux SMN, cette surexpression ne perdure pas a I’adge adulte, ce qui
est cohérent avec I'absence de diminution de seuil d’activation des neurones WDR de rats SMN.
D’autres canaux potassiques voltage-dépendant (K,) jouent un réle clé dans I'excitabilité neuronale
(Pongs, 1999) et un grand nombre ont été mis en cause dans I’"hyperexcitabilité et I'activité neuronale
spontanée chez des animaux neuropathiques (Alles & Smith, 2021). Ces canaux sont donc de bons
candidats a étudier pour tenter d’expliquer I'augmentation de la fréquence de décharges des neurones

WDR de rats SMN.

Similairement, les canaux calcium voltage-dépendant (Ca,) sont des modulateurs importants de
I’excitabilité neuronale via la régulation de I'entrée de calcium durant la phase d’hyperpolarisation lors
de la génération d’un PA. Leur activité permet de moduler les propriétés intrinseques de décharge
d’un neurone (Chemin et al., 2002). Par exemple en conditions neuropathiques et inflammatoires, le
canal Ca,3.2 est surexprimé dans les GRD et la moelle épiniere, facilite I'excitabilité neuronale et
participe a I’hypersensibilité nociceptive de ces animaux (Cai et al., 2021). La régulation de I'expression
de Ca,3.2 est placée sous le contrdles de médiateurs comme le facteur de croissance nerveuse (NGF)
et TNFa surexprimés en conditions neuropathiques. Chez les animaux SMN, I'expression de NGF et de
TNFa est altérée durant la période de développement des jeunes rats SMN (Juif et al., 2016; Gazzo et
al., 2021) Si ce canal est également surexprimé chez les animaux SMN, il pourrait participer a

I’hyperexcitabilité des neurones WDR mise en évidence dans cette étude.

Durant la période périnatale, I'ocytocine (OT) est un neuropeptide clé. Initialement découvert et
nommé de par son implication dans la parturition (du grec « ocy » pour « rapide » et « tocine » pour «
accouchement »), I'OT joue un réle majeur de régulation dans de nombreuses fonctions telles que la
lactation, le comportement maternel, les interactions sociales, les comportements anxio-dépressifs
(Lee et al., 2009). De maniere notoire, L'OT exerce une action analgésique via le recrutement
d’interneurones GABAergiques, I’hyperpolarisation des neurones des GRD ainsi qu’une action
désensibilisante des canaux TRPV1 (Nersesyan et al., 2017; Poisbeau et al., 2018b). A I'instar du
systeme nociceptif, le systeme OTergique mature au cours de la période néonatale et est fortement
vulnérable aux stresseurs environnementaux (Grinevich et al., 2014). Dans le modéle SMN, les
contrdles descendants OTergiques sont dysfonctionnels. Corollairement, I'injection d’OT durant la
période de séparation maternelle permet de restaurer le phénotype hypersensible des rats SMN
(Melchior et al., 2018) ainsi que les troubles sociaux et anxio-dépressifs (Gazzo et al., 2021).
L’hypothese en vigueur de notre laboratoire met donc en avant un déficit OTergique durant la période

de séparation maternelle qui affecte la maturation du systéme nociceptif et provoque chez les rats
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SMN a I'age adulte un phénotype hypersensible nociceptif ainsi que des conséquences

psycopathologiques.

Dans ce contexte, I'OT est un neuropeptide modulateur de I'excitabilité neuronale. En périphérie,
I'OT réduit [I'excitabilité neuronale des fibres sensibilisées par une neuropathie via une
hyperpolarisation de la membrane plasmique médiée par I'activation des canaux potassiques Karp
(Gong et al., 2015; Boada et al., 2019). Dans la moelle épiniére, L'OT provoque une diminution des
courants transitoires ln et courant rectifiant potassique voltage-dépendant, résultant en une
diminution de la capacité de décharge des neurones des couches Il (Breton et al., 2009) et promeut
dans un deuxieme temps l'inhibition GABAergique. On pourrait alors imaginer que, durant la période
critiqgue de maturation du systeme nerveux, un déficit OTergique pourrait altérer le bon
fonctionnement des canaux potassiques voltages dépendants, et ainsi modifier les propriétés
d’émission de PA des neurones WDR. Pour vérifier cette hypothése, une étude in vitro en patch-clamp

permettrait de faire la caractérisation des propriétés électrophysiologiques des neurones WDR.

L'implication de I'inhibition GABAergique est d’autant plus pertinente dans le modele de la SMN ou
une altération des canaux cotransporteurs du chlorure a été démontrée (Gazzo et al., 2021) et
confirmée dans notre étude. Chez les rats SMN, I'importeur de chlorure NKCC1 est surexprimé dans la
moelle épiniére tandis que I'exporteur KCC2 est sous exprimé dans les GRD. Ces transporteurs
controlent I'import et I'export d’ions chlorure dans la cellule et sont des acteurs majeurs dans
I’expression de symptomes douloureux (Kaila et al., 2014). De maniére notoire, leur expression est
elle-méme modulée par I'OT (Leonzino et al., 2016). Durant la période de séparation maternelle, un
traitement néonatal de bumétanide, inhibiteur de NKCC1, permet de restaurer les seuils nociceptifs et
I’'analgésie due au stress médiée par I'OT (Gazzo et al., 2021) chez les animaux adultes. Ainsi, dans
notre hypothese de déficit OTergique durant la maturation du systéme nociceptif, I'expression de ces
cotransporteurs seraient modulée par le manque d’OT, ce qui perturberait I’homéostasie chlorure

spinale et détériorerait I'efficacité de I'inhibition GABAergique.

Dans un deuxieme temps, de précédents travaux ont mis en évidence la surexpression de médiateurs
de l'inflammation au niveau spinal. Cet état « sub-inflammatoire » est traduit par une surexpression
des cytokines pro-inflammatoire IL-1B, IL-6, TNFa et Cox-2, ainsi qu’une diminution de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 (Gazzo et al., 2021). Ces médiateurs sont également de puissants modulateurs de
I’excitabilité neuronale et pourraient donc affecter les capacités de décharges des neurones WDR (Ji
et al., 2018). IL1pB participe au développement de I'hyperalgésie inflammatoire en inhibant les courants
potassium K*, TNFa induit une augmentation des courants sodium Na* des canaux Na,1.3, Na,1.7 et

Na,1.8 et module également I'activité de Ca,3.2, et dans la moelle épiniere, IL-6 agit agit sur Na,1.7
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(Vezzani & Viviani, 2015). Tous ces mécanismes pourraient favoriser |’excitabilité des neurones WDR
spinaux chez les rats SMN. Un autre facteur de croissance tumorale, TGFB1, est capable d’augmenter
la fréquence de décharge neuronale via une voie de signalisation impliquant la protéine kinase (PKC)

(Farr et al., 1999) et pourrait étre étudié dans le cas de la SMN.

Dans ces travaux de thése, nous avons pu mettre en évidence une augmentation du nombre et de la
fréquence de décharge des neurones WDR des couches profondes de la CDME en réponse a des
stimulations thermiques nociceptives. Cette altération du codage nociceptif serait induite, au moins
en partie, par une perturbation de ’homéostasie chlorure due a une surexpression de NKCC1 qui
résulterait en une désinhibition spinale qui induirait in fine une hyperexcitabilité des neurones WDR
spinaux, entretenue par une état « sub-inflammatoire ». En périphérie, la diminution de I'expression
des détecteurs moléculaires serait une tentative de régulation compensatoire de I'organisme. Cette
exacerbation du codage nociceptif central peut ainsi expliquer les symptémes d’hypersensibilités

observés chez les animaux adultes avec une histoire de SMN.
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Figure 35 : Schéma hypothétique de I'impact de la SMN sur la transmission sensorispinale nociceptive

Les fibres périphériques Ad et C sensibilisés transmettent les informations nociceptives aux neurones WDR des couches profondes.
Durant la période néonatale, le déficit OTergique influe sur I'expression de I'importeur de chlorure NKCC1 qui induit une perturbation
de I'homéostasie chlorure spinale. Parallelement, I‘inhibition GABAerique est également affectée. Le tout résulte en une désinhibition
spinale générale L’état sub-inflammatoire des animaux provoque une augmentation I'expression de cytokines pro-inflammatoires (IL1pB,
TNFa, IL-6, TGFB1 supposé) qui modulent I'activité des canaux voltage dépendant et permet la génération de potentiel d’action (PA) a
haute fréquence. L’hyperactivité neuronale périphérique et spinale induit un phénotype hypersensible nociceptif chez les animaux SMN
a I’age adulte.
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C. Evaluation multidimensionelle de |la douleur par un test de
conditionnement de place thermique

L'un des plus grands défis de la recherche animale préclinique est d’assurer une bonne translation
entre les découvertes de recherche fondamentale et I'amélioration des connaissances au profit de la
santé humaine. La question est d’autant plus importante dans le domaine de la douleur ou le besoin
de trouver de nouveaux antalgiques efficaces est de plus en plus pressant. Les douleurs chroniques
sont en effet largement réfractaires (pharmacorésistantes) aux antalgiques classiques, et I'utilisation
de traitement de secondes intentions (i.e traitements anti-épileptiques, antidépresseurs) n’est pas
toujours efficace, si bien que 2/3 des patients considerent que leur douleur n’est pas suffisamment
soulagée (Geurts et al., 2017). La douleur, dans son expression, s’exprime par des composantes
sensori-discriminitatives, affectivo-émotionelles et cognitivo-comportementales. Pourtant, la
majorité des études animales se restreignent encore a I'étude de reflexes nociceptifs qui ne
traduisent que la composante sensori-discrimitive. Les autres composantes sont soit laissées de coté,

soit étudiées de maniere séparée dans certains modeles de douleurs pathologiquse.

Dans une volonté grandissante de prendre en compte la douleur dans toutes ses composantes, des
tests comportementaux de préférences de place, opérants ou non, ont été développés. Ces tests
laissent le choix aux animaux libres de leurs mouvements de s’adapter face a une situation
dangereuse ou déplaisante. lls permettent aussi de mesurer |'expression de « douleurs spontanées »

sans les induire expérimentalement.

Durant ces travaux de thése, j’ai participé au développement et a la caractérisation d’un nouveau test
comportemental utilisant deux environnements aversifs (thermique et lumineux) dans lesquels les
animaux sont libres de leurs mouvements. Ce test ne nécessite pas d’entrainement au préalable. Chez
les animaux naifs, les seuils classiques de nociception thermique (froid : 15°C/ chaud : 43°C) sont
retrouvés lorsque les animaux sont exposés a des températures nociceptives. Ces mesures sont faites
en observant un comportement nociceptif comme dans d’autres tests nociceptifs mais les animaux
I’expriment sans étre en contention. Ces seuils sont différents de ceux observés pour I'échappement
du compartiment nociceptif (8°C/47°C). Cette observation souligne une distinction entre la nociception
propre (composante sensori-discriminative) et la motivation a échapper a une stimulation nociceptive
précédemment décrite dans la littérature (LaBuda & Fuchs, 2001). Lors de la réitération du test une
heure plus tard, on observe un conditionnement efficace du chaud et du froid : les animaux sortent
plus vite du compartiment nociceptif, parfois méme avant que la température atteigne un seuil

nociceptif. Cet apprentissage s’illustre aussi bien en comparant les températures d’échappement
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(alors que les seuils nociceptifs ne changent pas) ainsi que le seuil de « demi-échappement » qui

correspond a la température provoquant la sortie définitivement de 50% des animaux.

Pour I'analyse de ce test comprenant un grand nombre de variable, nous avons fait de choix de diviser
le test en trois différentes phases : i) la « baseline », période d’exploration ou la température du sol
est encore neutre (25°C), ii) I'anticipation qui correspond a la période de chauffe ou de refroidissement
dans des gammes non nociceptives iii) et une fois que les seuils nociceptifs sont atteints, la période de
« tolérance » jusqu’a I’échappement définitif des animaux dans le compartiment lumineux. Dans cette
derniére période, la latence entre le seuil du premier réflexe nociceptif et la sortie définitive témoigne
de la volonté des animaux a « se battre » contre la douleur jusqu’a ce que le besoin de se soustraire a

la stimulation thermique devienne plus puissant.

La réponse de « fight or flight » (« se battre ou fuir ») est un comportement classique de la réponse au
stress, engendré par I'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) et le systeme
noradrénergique du Locus coeruleus (LC) lors d’un stress aigu. La libération hypothalamique de CRH
(corticotropin releasing factor) et de vasopressine stimule la sécrétion de [I’hormone
adrenocorticotropic par I'hypophyse. Cela stimule la libération de glucocorticoides par les glandes
surrénales (McEwen, 2007). Parallelement, les neurones noradrénergiques du LC liberent de la
noradrénaline (ou épinephrine) (Benarroch, 2018). Physiologiquement, ces cascades de signalisation
engendrent des réponses centrales et périphériques : augmentation de I'attention et de la vigilance,
augmentation de l'activité du systeme sympathique, augmentation du rythme cardiaque et de la
pression artérielle, augmentation du rythme respiratoire et mobilisation des ressources énergétiques
(Chrousos & Gold, 1992). L’adaptation au stress, soit les processus mis en place par I'organisme pour
retourner dans une situation d’homéostasie, est également appelée « I'allostasie » (McEwen, 2000).
Ce test permet donc d’évaluer les stratégies d’adaptation des animaux face a deux stresseurs, I'un

douloureux et I'autre non.

Cette adaptation est affectée par les traitements aux d’anxiolytiques. Dans le cas d’un anxiolytique
classique benzodiazépine (diazépam, DZP) et d’un autre type d’anxiolytique (étifoxine, ETX), la prise
de décision a sortir du compartiment nociceptif est retardée alors que les seuils nociceptifs ne sont
pas altérés. Durant la deuxieme session, I'apprentissage est complétement gommé chez les animaux
DZP qui ne présentent aucune différence de comportement par rapport a la session 1. L’effet de I'ETX
est seulement partiel durant la phase de « baseline » et d’anticipation. Les anxiolytiques de type
benzodiazépine ont des effets reportés sur les capacités cognitives (Stein & Strickland, 1998). Dans nos
conditions expérimentales, il est cependant difficile de dire ce déficit d’adaptation est di a une

altération cognitive ou bien un soulagement de I'anxiété qui pousse les animaux a rester plus
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longtemps dans le compartiment nociceptif. Dans le cas de I'ETX, cet anxiolytique non-benzodiazépine
a montré des effets anti-nociceptifs dans de précédentes études via la stimulation de I'inhibition
GABAergique (Poisbeau et al., 2014; Gazzo et al., 2019) et peu ou pas d’effets reportés sur les fonctions
motrices et cognitives (Micallef et al., 2001; Poisbeau et al., 2018a). Il serait donc possible que le retard
d’échappement des animaux ETX découle de cet effet analgésique, qui ne se traduit non pas sur une
augmentation du seuil nociceptif au chaud, mais sur une augmentation de la tolérance a la stimulation

nociceptive.

Chez 'Homme comme chez I'animal, les douleurs persistantes comme les douleurs inflammatoires
ou neuropathiques altérent les capacités cognitives (Moriarty et al., 2011). Cette déficience est bien
illustrée dans notre étude. Les animaux inflammatoires présentent sans surprise une diminution
marquée du seuil nociceptif, témoignant d’une hyperalgésie au chaud bien décrite dans la littérature
(Neugebauer et al., 2007). Néanmoins, durant la premiére session, ces animaux mettent plus de
temps a quitter le compartiment nociceptif. Durant la deuxieme session, la douleur inflammatoire
affecte la phase d’anticipation, qui pour ces animaux est déja nociceptive. Pendant la période de

chauffe, ces animaux ne sortent pas plus vite par rapport a la premiere session.

Dans le modele de neuropathie, le conditionnement est similairement affecté. Si les animaux ne
semblent pas présenter d’hypersensibilité au chaud au niveau des seuils nociceptifs, leur réponse
adaptative est altérée lors du conditionnement sur les trois phases du test. Durant les périodes de
« baseline », les animaux cuff passent un temps similaire dans le compartiment sombre par rapport
aux animaux sham (=80% pour la session 1 et =60% pour la session 2). Il est donc peu probable que ce
retard d’échappement soit di a une anxiété accrue causée par la lumiere, mais découle bien de
I'impact de la douleur pathologique sur la composante émotionnelle (motivation a quitter un
compartiment dangereux) et/ou cognitive (impact sur la mémorisation de I'expérience de la session

1),

Chez des animaux neuropathiques, des altérations du cortex préfrontal (CPF) ont été mises en cause
pour expliquer leurs déficits cognitifs. La diminution du volume, du nombre de neurones, altérations
de la morphologie dendritique et déficit de plasticité synaptique du CPF seraient responsables des
troubles de flexibilité comportementale (Leite-Almeida et al., 2009). Parallelement, dans un modéle
de monoarthrite, un dysfonctionnement de la voie CPF-amygdale résultant en une inhibition du CPF
est tenu responsable des déficits cognitifs observés chez les animaux (Ji et al., 2010). Une autre
structure potentiellement mise en jeu serait I’ACC qui en condition pathologique est responsable d’une
altération du conditionnement et d’apprentissage liée a une stimulation douloureuse (Johansen et al.,

2001; LaBuda & Fuchs, 2005). Pour confirmer ces hypotheéses dans notre cas, il serait envisageable de
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stimuler ou inhiber ces structures (par exemple avec des stimulations optogénétiques) tout en

évaluant la réponse comportementale au paradigme.

Malgré la prévalence des allodynies et hyperalgésies au froid chez les patients neuropathiques, la
sensibilité thermique froide est encore rarement évaluée dans les modéles animaux (Jasmin et al.,
1998). Les tests de la plaque froide statique ou dynamique restent néanmoins les tests les plus fiables
guant a I’évaluation d’une réponse standardisée au froid chez des animaux douloureux (Yalcin et al.,
2009). Dans nos conditions, nous avons pu mesurer la réponse adaptative des animaux sham et cuff
face a un stimulus froid par rapport a une lumiére aversive. A l'instar de la rampe chaude, durant la
période de « baseline », les animaux sham et cuff explorent librement les deux compartiments avec
une préférence pour le compartiment noir jusqu’a ce que la température atteigne un seuil nociceptif
(considéré a 15°C). On retrouve également une différence de température entre le premier réflexe
nociceptif et la sortie définitive du compartiment nociceptif. Dans nos conditions expérimentales, le
seuil nociceptif des animaux cuff tend a étre plus élevé que les animaux sham sans atteindre une
significativité statistique. Cependant, I’hypersensibilité au froid de ces animaux a été mesurée et
confirmée par le test de I'acétone (données non montrées). Au contraire de la plaque chaude, ce test
ne permet donc pas de mesurer I’hypersensibilité nociceptive au froid. Dans les tests classiques de
plaque froide, les animaux sont testés sur plusieurs minutes sans possibilités d’échappement jusqu’a
apparition de comportements nocifensifs. Chez des rats naifs, le seuil nociceptif trouvé en plaque
statique est en dessous de 4°C (Modi et al., 2023) et est de 9°C pour la plaque dynamique. Chez les
animaux neuropathiques, ce seuil augmente a 15°C (Allchorne et al., 2005) ce qui est cohérent avec
nos résultats. Ainsi, méme chez des animaux non hypersensibles, I’aversion due au froid est telle que
la réaction de « flight » ’'emporte sur le « fight » et pousse les animaux a fuir plutot que d’endurer la

stimulation nociceptive.

Pour aller plus loin dans cette hypothese, il serait intéressant d’enregistrer in vivo I'activité des zones
cérébrales impliquées dans I'intégration sensori-discriminative (i.e noyaux thamaliques VPM/VPL) et
émotionnelle et motivationnelle (VMPo, noyaux thalamiques intralaminaires, CPF, ACC) de la douleur

durant ce test et de comparer ces activités durant le test au chaud et au froid.

Le conditionnement par le froid s’est révélé efficace dans les deux groupes d’animaux. La température
de demi-échappement augmente drastiguement, de maniére trés marquée pour les animaux cuff, et
les animaux quittent le compartiment précocement, souvent avant méme que la température
devienne nociceptive. A I'inverse du chaud, la réponse adaptative au froid n’est pas impactée par la
neuropathie, et ces animaux semblent au contraire présenter une aversion encore plus marquée pour

le froid que pour le chaud.

138



Cette aversion au froid est également présente chez les animaux sham. Cette différence d’adaptation
comportementale entre le chaud et le froid a notamment été démontrée par Rossi et collaborateurs.
Dans un paradigme de préférence de place, les animaux préférent une stimulation chaude nociceptive
(45°C) par rapport a des stimulations froides non nociceptives et nociceptives (de 24°c a -4°C) (Rossi &

Neubert, 2009).

Ce test propose donc une nouvelle approche intégrée de I’évaluation de la douleur chez I'animal et
permet non seulement de mesurer les seuils nociceptifs a I'aide de plague dynamique chaude et froide,
mais prend également en compte un comportement intégré et motivé d’adaptation a une situation
potentiellement dangereuse chez des animaux libres de leurs mouvements, sans entrainement ou
habituation au préalable. Dans le cas d’utilisation de traitements pharmacologiques ou dans des
conditions pathologiques, ce test permet additionellement de mettre en évidence des déficits de cette

réponse adaptative comportementale.

L'ensemble de ces travaux de thése tente donc de mettre en relation le codage d’une information
nociceptive, transmis au sein d’'un organisme par la communication de neurones spécialisés,
spécifiques ou multimodaux, dans un réseau d’intégration thermique complexe qui résulte en une

adaptation comportementale face a un environnement aversif.

Dans les deux versants étudiés, a savoir des études électrophysiologiques s’intéressant au codage
propre de I'information, et I’étude comportementale intégrée reposant sur un comportement motivé,
nous avons pu voir une différence récurrente entre la prise en charge du chaud et du froid par
I'organisme. La sensation thermique douloureuse découlerait donc d’une double intégration
périphérique et centrale. L'intégration par les structures et neurones polymodaux donnerait naissance
a la sensation aversive thermique générale, traduisant la composante émotionnelle, tandis que les
informations sensori-discriminatives restent ségrégées et permettent de faire la différence entre la
qualité de chaque stimulation. Au niveau central, cette prise en charge différentielle entre le froid et

le chaud méne a des comportements adaptatifs de survie différents.
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Résumé Les cones marins sont des animaux remarquables
qui ont développé au cours de I’évolution des outils leur
permettant de survivre et de se nourrir sous la mer quels
que soient le prédateur ou la proie auxquels ils pourraient
étre confrontés. Leurs venins de prédation et de défense
contiennent des centaines de peptides bioactifs dont ’®-
conotoxine ziconotide, premiére conotoxine thérapeutique
utilisée dans le traitement des douleurs chroniques intenses
et pharmacorésistantes aux traitements antalgiques recom-
mandés comme la morphine. Cette revue fait le point sur le
mode d’action du ziconotide et met en valeur d’autres com-
posés de venins de cones ayant un potentiel thérapeutique
pour traiter les douleurs pathologiques.

Mots clés Conotoxine - Conopeptide - Nociception -
Venins de cones

Abstract Cone snails are remarkable marine animals that
have evolved tools to survive and feed under the sea, regard-
less of the predator or prey they might encounter. Their pre-
datory and defense venoms contain hundreds of bioactive
peptides including the w-conotoxin ziconotide, known as
the first therapeutic conotoxin used in the treatment of
intense chronic pain, particularly in the case of pharmacore-
sistance to recommended analgesic treatments such as mor-
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phine. This article describes the mode of action of ziconotide
and highlights the other cone snail venom compounds with
therapeutic potential for treating pathological pain.
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L’étude des venins de cones a débuté dans les années 1950—
1960 avec les travaux pionniers de Kohn, et Endean et Rut-
kin [1-3]. La détermination de I’action létale du venin de
Conus geographus a permis d’identifier les premiéres
conotoxines ayant une action sur la transmission neuromus-
culaire comme les a- et les m-conotoxines. C’est dans la
famille des -conotoxines (environ 30 peptides matures
identifiés a ce jour ; source : http://www.conoserver.org/)
que la premiére conotoxine antalgique a été identifiée. En
effet, les w-conotoxines ont pour cible principale les canaux
calcium voltage dépendants (Cay) responsables de I’exocy-
tose des neurotransmetteurs dans la fente synaptique [4,5] et,
chez les neurones sensoriels de ganglions rachidiens dor-
saux, elles inhibent I’influx de calcium présynaptique [6],
réduisant la sécrétion de neurotransmetteurs comme le glu-
tamate et la substance P [7]. Le succés de ces recherches a
abouti, deux décennies plus tard, a la mise sur le marché du
ziconotide (o-MVIIA, Prialt®) pour soulager les douleurs
chroniques réfractaires aux opioides [8]. Dans cet article,
les propriétés du ziconotide sont rappelées ainsi que celles
d’autres conotoxines qui ont démontré un effet antalgique.

Le ziconotide : premiére conotoxine
thérapeutique

Cette ©-MVIIA, issue du venin de Conus magus, inhibe
sélectivement les Ca, de type N, et plus particulierement le
sous-type Cay2.2 exprimé dans les couches superficielles
de la moelle épiniére qui intégrent la majorité des informa-
tions nociceptives [9]. Son mécanisme d’action inhibiteur
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reposerait sur I’obstruction physique du canal Ca,2.2, empé-
chant le flux d’ions Ca?", blocage facilité par la liaison de la
conotoxine a I’intérieur du filtre de sélectivité du vestibule
[10]. Apres injection intrathécale, 1’effet analgésique du
ziconotide a été caractérisé dans plusieurs modéles animaux
de douleurs inflammatoires et neuropathiques [11]. Selon le
modele utilisé, I’effet analgésique du ziconotide est 100 a
1 000 fois supérieur a la morphine [12].

Des études cliniques ont été par la suite conduites sur plus
de 2 000 patients. Trois études de phase 3 entre 2004 et
2006, contrdlées contre placebo, ont permis la commerciali-
sation du ziconotide (Prialt™ pour « Primary alternative to
morphine ») pour traiter les douleurs chroniques réfractaires,
d’abord aux Etats-Unis en 2004 (Food and Drug Administra-
tion) puis en France [8]. Dans deux d’entre elles, les scores
de douleur ont été réduits de 25 a 35 % si ’on tient compte
de I’effet placebo [13,14]. Si le traitement au ziconotide ne
semble pas provoquer de tolérance et permet de baisser les
doses de morphine [15], son indice thérapeutique reste étroit
et son utilisation limitée aux cas de douleurs chroniques les
plus extrémes comme les douleurs cancéreuses, neuropa-
thiques et celles induites par le sida [16]. Comparativement
a un traitement a court terme et & des doses faibles [17], un
traitement prolongé avec élévation des doses peut conduire a
I’apparition d’effets adverses bien documentés incluant des
troubles sensoriels, moteurs et cognitifs [8,18].

Le ziconotide est I’'un des traitements les plus innovants
proposés ces derniéres années aux patients douloureux chro-
niques, mais demande une administration intrarachidienne.
Cette procédure lourde pour les soignants tout comme les
patients pourrait étre allégée avec le développement d’un
composé passant la barriére hématoencéphalique (BHE) a
condition de garder une bonne indication analgésique. Un
composé chimérique incluant I’o-MVIIA et une protéine
de fusion passant la BHE a d’ailleurs été testé récemment
dans une étude préclinique [19]. En dehors de cette appro-
che, il est également théoriquement possible de travailler sur
la structure du ziconotide pour augmenter son efficacité et
optimiser son effet aprés injection intrarachidienne. Enfin,
I’amélioration de la sélectivité de sous-types Ca, est égale-
ment une piste activement développée afin d’obtenir une
fenétre thérapeutique plus large. C’est le cas par exemple
de la o-conotoxine CVID qui offre un ratio analgésie/effets
secondaires d’environ cinq fois supérieur au ziconotide [20].

Existe-t-il d’autres conotoxines antalgiques ?

Avant de répondre a cette question, rappelons quelques
notions concernant la biologie des cones et comment ils se
sont adaptés au cours de 1’évolution en perfectionnant leurs
venins (Fig. 1). De fagon originale, il semblerait que chaque
espéce de cone soit capable de produire des venins contenant
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des cocktails de conotoxines différents, selon que 1’animal
cherche a se nourrir ou se défendre. Ainsi, chaque venin de
prédation ou de défense peut contenir jusqu’a 300 peptides
bioactifs, et cette composition est spécifique a une espéce
donnée [21]. Ces deux types de venins sont produits dans
différentes régions du conduit a venin et injectés grace a
une radula modifiée en mini-harpon ou seringue hypoder-
mique (Fig. 1). Dans la littérature, les peptides riches en
cystéine sont habituellement appelés conotoxines (c’est-a-
dire riches en ponts disulfure) par opposition aux conopep-
tides contenant peu ou pas de cystéine. Comme il existe plus
de 1 000 espéces a travers le monde, au minimum entre
70 000 et 140 000 peptides bioactifs différents sont produits
par les cones marins et, a ce jour, seuls environ 2 000 d’entre
eux ont été identifiés et parfois caractérisés (< 1 %). A coté
du ziconotide, plusieurs peptides ont démontré un potentiel
analgésique, car ils ont pour cible des acteurs moléculaires
bien connus dans les processus nociceptifs et/ou impliqués
dans les douleurs chroniques (Tableau 1 ; Fig. 2).

Peptides modulant I’excitabilité neuronale

Les canaux voltage-dépendants exprimés par les neurones
jouent un réle clé dans le codage de 1’information nocicep-
tive par les neurones sensoriels périphériques (c’est-a-dire
nocicepteurs) jusqu’aux structures cérébrales qui mettent
en forme la réponse douloureuse dans toutes ses composan-
tes. Les canaux voltage-dépendants sont également essen-
tiels pour déterminer le niveau d’excitabilité de chaque €1é-
ment neuronal impliqué dans le circuit nociceptif. Parmi les
exemples classiques, I’expression des canaux sodium
voltage-dépendants Na,1.8 et Na,l.9 est spécifique des
nocicepteurs, et elle est fortement altérée suite a une muta-
tion dans certaines formes d’insensibilit¢ congénitale a la
douleur [23]. L’expression d’autres sous-unités, comme par
exemple Na,1.7, prédispose également des anomalies de la
perception sensorielle nociceptive et a I’expression de dou-
leurs chroniques [24]. De ce point de vue, certaines p-
conotoxines présentent un grand intérét, car elles semblent
spécifiques des Na, exprimés par les neurones a la différence
de ceux des cellules musculaires (classiquement, Na,1.4)
(Tableau 1). Plus précisément, les p-conotoxines natives ou
modifiées comme la PEG-SIIIA (conotoxine de synthése
modifiée) ciblant les canaux Na, 1.2/1.6 ont franchi avec suc-
ces les étapes précliniques [25]. De plus, les pO-conotoxines
offrent une meilleure sélectivité pour les sous-types de Na,
sensibles a la tétrodotoxine (TTX), dont le Nav1.8, et ont
démontré une puissante activité analgésique [26]. Les diffi-
cultés de synthése de ces peptides trés hydrophobes ont ini-
tialement limité leur développement clinique, mais de nou-
velles méthodes permettent des rendements encourageants et
ouvrent de nouvelles perspectives [27].
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Fig. 1 Schéma présentant 1’anatomie générale du cone, I’appareil venimeux, le profil d’élution d’un venin de défense et de prédation,
et la nomenclature des peptides Les cones marins sont des mollusques nocturnes vivant principalement dans les eaux chaudes et peu
profondes tropicales et subtropicales. Ce sont des gastéropodes de forme conique ovée ou cylindrique, protégés par une coquille calco-
organique dont I’ornementation varie selon les espéces. Leur taille varie de quelques millimétres a plusieurs centimétres. Ils possédent
un pied musculeux leur permettant de se déplacer, un siphon a ’avant situé au-dessus de la pseudobouche (rostre) pour respirer. Leur
appareil venimeux est composé de quatre parties majeures : i) le bulbe musculaire dont la contraction provoque I’éjection du venin ;
ii) le conduit a venin, lui-méme divisé en partie proximale qui produit le venin de défense et la partie distale qui produit le venin de préda-
tion ; iii) le sac radulaire qui contient les dents radulaires, tubes chitineux creux en forme de harpon servant a I’inoculation du venin ;
iv) et le proboscis, prolongement invaginable du pharynx qui est utilisé pour propulser la dent radulaire remplie de venin en direction
de la proie ou du prédateur. Les profils d’un venin de prédation et de défense, séparés par HPLC, sont représentés ; chaque pic représente
un composé de venins différent (adaptée de Dutertre et al. [21]). La nomenclature des conotoxines comprend : i) la superfamille génique
a laquelle elles appartiennent, définie par la séquence signale de leur ARN précurseur (adapté de Bingham et al. [22]) ; ii) le motif
(ou pattern) formé par les liaisons entre leurs résidus cystéiques ; iii) leur famille pharmacologique représentant leur cible moléculaire ;
iv) et leur historique de synthése (non représenté). Abréviations : VGIC : voltage gated ionic channels (canaux ioniques voltage dépen-
dants) ; LGIC : ligand gated ionic channels (canaux ioniques activés par un ligand) ; RCPG : récepteur couplé aux protéines G ; Na,,
K,, Ca, : canaux sodium, potassium et calcium voltage dépendants ; nAChR : récepteur nicotinique de 1’acétylcholine ; récepteur AMPA
et NMDA du glutamate ; récepteur 5-HT; de la sérotonine ; ASICs : acid sensing ion channels ; al : récepteur adrénergique al ; SST :
récepteur a la somatostatine ; récepteur V1, de la vasopressine ; NTSR : récepteur a la neurotensine ; NET : transporteur de la noradréna-
line ; K,-Ca®" : canaux potassium calcium-dépendant ; n/a : cible encore inconnue ou non confirmée
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Tableau 1 Potentiel analgésique de conotoxines en études cliniques
Peptide Nom d’usage Cible Statut
Peptide Nom d’usage Cible Statut
»-MVIIA Ziconotide, Prialt, SNX-111 Ca,2.2 Sur le marché
o-CVID Leconotide, AM336 Ca,2.2 Phase 2
o-GVIA SNX-124 Ca,2.2 Arrété
Conantokine G CGX-1007, Con-G NMDAR Arrété
Contulakine G CGX-1160 NTSR Arrété
cVcel.l AVC-1 nAChR 09010 Arrété
GABAgR (?)
a-RglA4 KP-400 nAChR a9a10 Préclinique
x-MrIA Xen2174 NET Arrété
pO-MrVIB CGX-1002 Na,1.8 Arrété
PEG-SIIIA PEG-SIIIA Navl.2/1.6 Préclinique

Peptides agissant sur la neurotransmission

Le ziconotide en fait partie puisqu’il inhibe les canaux cal-
cium voltage-dépendants (Ca,2.2) exprimés par les termi-
naisons neuronales présynaptiques et bloque la sécrétion
des neurotransmetteurs au niveau de la moelle épiniere.
Les canaux calcium impliqués dans la neurotransmission
sont également inhibés par d’autres conotoxines comme
I’0-CVID (dénommée leconotide/essai clinique en cours),
I’0-GVIA (dénommée SNX-124/essai clinique arrété) et
’@-SO-3 (brevetée sous embargo) [20,28,29]. A noter éga-
lement que 1’a-Vcl.l pourrait moduler les récepteurs
GABAg dont I’expression est souvent présynaptique, per-
mettant la régulation fine de la neurotransmission [30]. Le
mode d’action de cette conotoxine responsable de 1’effet
analgésique reste cependant sujet a controverse, puis-
qu’elle cible également avec haute affinité un sous-type
de récepteur nicotinique a 1’acétylcholine de type neuronal
(voir ci-apres).

Plusieurs récepteurs postsynaptiques activés par des neu-
rotransmetteurs modulant la réponse douloureuse peuvent
étre la cible des conotoxines. Le récepteur NMDA, bien
connu pour son implication dans la sensibilisation centrale
et la plasticité en général [31], est bloqué par les conantoki-
nes (c’est-a-dire conopeptides). L’action de la conantokine
CGX-1007, isolée a partir de Conus geographus, a permis
de réduire fortement les symptomes douloureux dans plu-
sieurs mode¢les animaux de douleurs [32]. Son développe-
ment a été arrété suite au dépdt de bilan de la compagnie
promotrice (société Cognetix, Salt Lake City, Utah, Etats-
Unis) malgré des résultats précliniques prometteurs. Moins
puissant que le ziconotide, son index thérapeutique permet-
tait en effet d’envisager un effet antinociceptif a une dose
plus élevée [32].

I!avoisier

Autres cibles potentielles

Le role des systémes cholinergiques dans la modulation de la
douleur aigué€ et chronique est largement documenté [33].
Cette modulation implique des récepteurs nicotiniques et
muscariniques localisés dans des structures spinales et
supraspinales du systéme nociceptif. Ces récepteurs sont
également présents sur les cellules immunitaires périphé-
riques (c’est-a-dire monocytes, macrophages, lymphocytes T
et B) et centrales (c’est-a-dire microglies). Ils peuvent donc
intervenir théoriquement dans la modulation de la compo-
sante inflammatoire de la douleur lorsqu’elle est présente.
Pour les récepteurs nicotiniques, de nombreux travaux ont
été effectués sur les sous-types 04p2, a6p4, a7 et a9 [34].
L’a-conotoxine RgIA4, isolée a partir de Conus regius,
inhibe le sous-type a9al0 chez le rat et ’homme. Elle
semble avoir un effet antinociceptif dans plusieurs modeles
animaux de douleur [35-38]. L’a-conotoxine Vcl.1 semble
également efficace pour réduire les symptomes douloureux
dans les essais précliniques [30,39]. Ciblant également les
sous-types 09010 du récepteur nicotinique, elle n’a cepen-
dant pas franchi les essais cliniques au-dela de la phase 2A
pour une indication de douleur neuropathique [40]. La struc-
ture de la toxine a été retravaillée pour permettre une admi-
nistration orale [41]. Dans un modéle de neuropathie chez le
rat, 3 mg/kg de conotoxine cVcl.1 (forme cyclique adminis-
trée per os) provoque une analgésie semblable a un traite-
ment de 30 mg/kg de gabapentine. Efficace sur les douleurs
viscérales de la souris [42], son mécanisme d’action reste
discuté avec un effet possible sur les récepteurs GABAg.

La contulakine-G, isolée a partir du venin de Conus geo-
graphus, est un conopeptide qui partage une séquence
C-terminal similaire & celle de la neurotensine dont le rdle
analgésique est bien documenté [43,44]. La contulakine-G
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Fig. 2 Schéma illustrant les différentes cibles moléculaires des conotoxines/conopeptides (représentées en vert) aux synapses sensorispi-
nales. Abréviations : VGIC : voltage gated ionic channels ; LGIC : ligand gated ionic channels ; RCPG : récepteur couplé aux protéines
G ; NET : transporteur de la noradrénaline ; o2 : récepteur adrénergique a2 ; nAChR : récepteur nicotinique de 1’acétylcholine ; Na,
et Ca, : canaux sodium et calcium voltage dépendants ; GABAgR : récepteur GABAg ; NTSR : récepteur a la neurotensine ; NKR :
récepteur a la neurokinine ; CRLR : récepteur calcitonin-receptor like ; mGluR : récepteur métabotropique du glutamate ; récepteur
AMPA et NMDA du glutamate ; récepteur 5-HT; de la sérotonine ; récepteur V1, de la vasopressine ; OTR : récepteur de I’ocytocine.

Voir détails dans le texte

est donc considérée comme un analogue de la neurotensine,
bien qu’ayant une affinité inférieure pour les récepteurs neu-
rotensine de type 1 (humain, rat), type 2 (rat) et type 3 (sou-
ris) [45]. L’administration intrathécale de la contulakine-G
synthétique (CGX-1160, non glycosylée) produit un effet
antinociceptif supérieur a la morphine dans plusieurs mode-
les précliniques de douleurs tout en étant dépourvue d’effets
adverses notables, en particulier sur le plan moteur [46,47].
Un premier essai de phase 1 chez ’homme a confirmé le
potentiel analgésique du CGX-1160 aprés injection intrathé-
cale [48]. Il sera cependant nécessaire de poursuivre cette
évaluation avec un nombre de patients plus conséquent pour
confirmer les premiers résultats encourageants obtenus. Le
mécanisme par lequel la contulakine-G induit une analgésie

reste encore flou, car 1’effet est atteint & une concentration
100 fois plus faible que son affinité de liaison pour le récep-
teur NTS1.

L’inhibition des transporteurs des monoamines par les anti-
dépresseurs constitue un traitement de choix des douleurs
neuropathiques. Le transporteur de la noradrénaline/norépine-
phrine semble étre la cible privilégiée des y-conotoxines
MrlA et MrIB, isolées a particr de Conus marmoreus
[49,50]. L’analogue synthétique Xen2174 de ces peptides
inhibe de fagon non compétitive et sélective le transporteur
de la noradrénaline exprimé chez I’homme et le rat [51].
Apres injection intrathécale, il réduit les symptomes doulou-
reux neuropathiques [52] produits par une constriction chro-
nique du nerf sciatique chez le rat. Son mécanisme d’action en
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et les essais ont été stoppés. Il est a noter cependant que ces
études reposaient sur des paradigmes de douleur aigué et ne
représentent pas forcément le potentiel thérapeutique du

fait un composé trés intéressant tout comme sa longue durée
d’action aprés injection intrathécale. Aprés avoir amélioré sa
stabilité, le composé Xen2174 a atteint les essais cliniques de

phase 2B, mais les résultats n’ont pas satisfait les investisseurs

Xen2174 dans le traitement de douleurs chroniques [53].

Tableau 2 Potentiel thérapeutique des composés de venins de cones
Famille Peptide Cible Application
o-CTX MVIIA, MVIIC, GVIA Ca,2.2, Ca, 2.1 Diagnostic Lamber-Eaton
Ca,2.2, Ca, 2.2 Antiépileptique, anticonvulsant
Cavl.3, Cav3 Sclérose en plaques
MVIIA cyclisée N/A Antibactérien
a-CTX B2 Anxiété
o-MII, LvIA/LvD2 a6, a3p2 Parkinson
nAChRs neuronaux Alzheimer
a3/5-CTX nAChRs musculaires Bloquant neuromusculaire
o-Iml a9a10 Cancer
o-TxIB, a-MII, LvIA/ a6B2, a3p2 Addiction
LvD21
RglA, Iml, GeXIVA a9a10 Sclérose en plaques
Lola, LvIA/LvD21 a7, a3p2 Schizophrénie, démences
aAS-CTX OIVA nAChRs sous-unité y feetale  Outil diagnostique, transporteur
de substances anticancéreuses
5-CTX 5-EVIA Inhibition inactivation Na, Arythmie
Epilepsie
u-CTX CnlIIC-A Na,1.2, 1.6 Sclérose en plaques
Na,1.4 Anesthésique/myorelaxant
Na,1.5 Arythmie
Na,1.2, 1.3, 1.7 Epilepsie
k-CTX K,11.1 Arythmie
K,1.3 Immunosuppresseur
K,1.3 Sclérose en plaques
o-CTX o-GVIIIA SHT;-R IBS
Antivomitif
p-CTX p-TIA al adrénergique Hypertension
alg Neurodégénérescence apoptotique
Conopressine Via Régulation pression sanguine
Conodipine Cdpi-P1 a P3 Activité PLA, Injection virale et bactérienne
Cdpi-P1 a P3 Activité PLA, Activité hémolytique
Activité PLA, Cancer
Activité PLA, Schizophrénie
Activité PLA, Alzheimer
Con-ikot-ikot AMPAR Dysfonction cognitive
AMPAR Sclérose en plaques
Conohyal Conohyal-P1, Conohyal- Acide hyaluronidique Amélioration diffusion de substance
Cnl Acide hyaluronidique Dermatologie, cosmétique, ophtalmologie,
FIV
Conoinsuline Con-Ins-G IR (?) Diabeéte
Conkunitzine Conk-S1 K,1.7 Diabéte
Peptidomimétiques GLP1-R Diabéte
Conolysines MxXXVIIIA Membrane plasmique Cancer
Contryphans Contryphan-R SrtB Antibactérien

Eavoisier




Douleur analg.

Le role de la o-conotoxine GVIIIA dans I’inhibition du
récepteur canal cationique non sélectif 5-HT3 a également
été mis en évidence [54]. L’importance de ce récepteur canal
a été démontrée dans I’intégration spinale de la douleur, car
il contribue en effet a I’efficacité des controles descen-
dants sérotoninergiques comme par exemple lors de la
modulation conditionnée de la douleur [55,56]. Cette toxine
possede dix cystéines (cinq ponts disulfure), un bromotryp-
tophane et n’a jamais été synthétisée a ce jour, limitant son
potentiel thérapeutique.

Pour terminer, 1’émergence de nombreux travaux décri-
vant le réle antalgique de I’ocytocine et de la vasopressine
[57,58] rend pertinent de se pencher sur les conopressi-
nes G et S, isolées respectivement du venin de Conus geo-
graphus et de Conus striatus [59]. Leur injection intracé-
rébroventriculaire entraine une activité de grattage chez la
souris qui n’est pas sans rappeler que les mécanismes
nociceptifs partagent de nombreux points communs avec
ceux du prurit [60]. Le mécanisme d’action des conopres-
sines est encore mal connu, mais il semble affecter 1’exci-
tabilité neuronale et promouvoir les activités oscillatoires
spontanées comme 1’attestent les travaux sur 1’escargot
d’eau douce Lymnaea stagnalis [61]. La conopressine T,
récemment isolée du venin de Conus tulipa, semble étre
un antagoniste entier des récepteurs V1, de la vasopres-
sine et un antagoniste partiel du récepteur de 1’ocytocine
(OTR) [62].

Perspectives thérapeutiques et conclusions

Le ziconotide fait partie des rares antalgiques qui ont pu étre
mis sur le marché ces derniéres années pour traiter les dou-
leurs intenses et réfractaires aux opioides. De nombreux
autres peptides issus des cones marins pourraient étre utilisés
compte tenu de leurs cibles moléculaires en lien avec la noci-
ception. Malgré les difficultés évidentes liées a leur identifi-
cation, leur purification, leur synthése et leur optimisation,
certains d’entre eux sont entrés en phase clinique avec un
certain succés [63]. Comme souvent, certains auteurs, pro-
metteurs apres les essais précliniques, ont di arréter en rai-
son de leur inefficacité chez I’homme ou de leur faible indice
thérapeutique.

Les peptides bioactifs issus des cones marins sont extré-
mement nombreux et constituent une richesse incroyable
pour 1’étude des cibles moléculaires impliquées dans la
nociception et le développement de nouveaux traitements
contre la douleur mais également d’autres pathologies
(Tableau 2). L’amélioration des techniques de purification
et de synthése devrait permettre des progres a I’avenir si
des solutions sont trouvées pour améliorer la biodisponibi-
lit¢ de ces peptides rapidement dégradés aprés administra-
tion in vivo, la capacité a traverser la BHE et les effets

secondaires délétéres associés. Nul doute que ces obstacles
pourraient étre levés en identifiant les composés les plus
prometteurs.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de lien
d’intérét.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Early life stress is known to affect the development of the nervous system and its function at a later
Neonatf‘l maternal separation age. It increases the risk to develop psychiatric disorders as well as chronic pain and its associated affective
Oxytocin comorbidities across the lifespan. GABAergic inhibition is important for the regulation of central function and
Ic)ill?)ri de homeostasis related behaviors, including nociception, anxiety or social interactions, and requires low intracellular chloride
Anxiety levels. Of particular interest, the oxytocinergic (OTergic) system exerts potent anxiolytic, analgesic and pro-
Sociability social properties and is known to be involved in the regulation of chloride homeostasis and to be impaired

following early life stress.

Methods: We used behavioral measures to evaluate anxiety, social interactions and pain responses in a rat model
of neonatal maternal separation (NMS). Using quantitative PCR, we investigated whether NMS was associated
with alterations in the expression of chloride transporters in the cerebrum and spinal cord. Finally, we evaluated
the contribution of OTergic signaling and neuro-inflammatory processes in the observed phenotype.

Results: NMS animals displayed a long-lasting upregulation of chloride importer Na-K-Cl cotransporter type 1
(NKCC1) expression in the cerebrum and spinal cord. Neonatal administration of the NKCC1 inhibitor bume-
tanide or oxytocin successfully normalized the anxiety-like symptoms and the lack of social preference observed
in NMS animals. Phenotypic alterations were associated with a pro-inflammatory state which could contribute to
NKCC1 upregulation.

Conclusions: This work suggests that an impaired chloride homeostasis, linked to oxytocin signaling dysfunction
and to neuro-inflammatory processes, could contribute to the sensori-affective phenotype following NMS.

1. Introduction Stil et al., 2009). Two chloride transporters concentrate most of the

attention: the cellular membrane expressed chloride ion importer

Early life stress induces long-term consequences on brain functions,
neuroendocrine reactivity and behaviors (Weinstock, 2001; Talge et al.,
2007; Bolton et al., 2017). During the early life, the intense neuro-
developmental plasticity is essential for optimal brain maturation but
renders the brain particularly vulnerable to environmental influences.
From a developmental point of view, cerebral maturation of the rat at
birth is similar to that of the human fetus at the beginning of the third
trimester of gestation (Romijn et al., 1991). This period coincides in
particular with the maturation of the nociceptive system (Verriotis et al.,
2016) and with the maturation of chloride homeostasis, underlying a
shift from excitatory to inhibitory GABA function (Rivera et al., 1999;

NKCC1 (Na-K-Cl cotransporter type 1) and the chloride ion exporter
KCC2 (K-CI cotransporter type 2), which are responsible for chloride
import and export in neural cells, respectively. This maturation process
is associated with the release of neurotransmitters involved in the
setting of emotions and psychosocial behaviors, such as oxytocin (OT),
which are claimed to be inefficient in some neurodevelopmental disor-
ders associated with increased anxiety or autistic spectrum disorders
(Young and Barrett, 2015; Gottschalk and Domschke, 2018; Tobon et al.,
2018).

In line, many of the neuropsychiatric symptoms associated with
neurodevelopmental disorders may result from reduced brain inhibition
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and an alteration of transmembrane chloride fluxes through GABA, and
glycine receptor channels (Doyon et al., 2016). In particular, functional
alterations of NKCC1 and KCC2 transporters seem involved in chronic
pain states (Kaila et al., 2014). Downregulation of KCC2 and/or in-
creases in NKCC1 activity, inducing synaptic disinhibition in the dorsal
horn of the spinal cord, play a major role in the development and
maintenance of pain symptoms (Sung et al., 2000; Coull et al., 2003;
Galan and Cervero, 2005; Nomura et al., 2006; Valencia-de Ita et al.,
2006; Miletic and Miletic, 2008; Zhang et al., 2008; Hasbargen et al.,
2010; Eto et al., 2012; Janssen et al., 2012; Chen et al., 2014; Okada-
Ogawa et al., 2015). If the underlying mechanisms of action are still
under investigation, evidence suggests a strong link between chloride
homeostasis and neuro-inflammatory processes, which actively regulate
chloride transporter expression and function (Kaila et al., 2014). In the
context of neuropathic pain, it was suggested that activated microglia
could release brain-derived neurotrophic factor which could contribute
to KCC2 downregulation in spinal neurons and allodynia, even if these
results are still controversial (Coull et al., 2005). Furthermore, NKCC1
levels are regulated by inflammatory cytokines and growth factors like
tumor necrosis factor-a (TNF- a) (Huang et al., 2014; Weidenfeld and
Kuebler, 2017), which can lead to an altered GABAergic activity
following inflammatory insults (Price et al., 2005).

Interestingly, disruption of chloride homeostasis due to genetic
variation and/or alteration of chloride transporter expression is also
seen in several neuropsychiatric disorders, such as schizophrenia (Lewis
etal., 2003; Hyde et al., 2011; Sullivan et al., 2015), depressive disorder
(Tao et al., 2012), autistic spectrum disorders (Merner et al., 2015) and
other affective disorders. In animal models of autistic spectrum disor-
ders, alteration of the excitatory/inhibitory balance is observed (Gibson
et al., 2008; Goncalves et al., 2013) and associated with a prolonged
depolarizing effect of GABA in juvenile animals (Tyzio et al., 2014). It is
also worth mentioning that OT-mediated GABA inhibition during de-
livery is abolished in these models and contributes to the autistic spec-
trum disorders-like phenotype (Tyzio et al., 2014). Altogether, these
studies strongly suggest that abnormal GABAergic transmission is
involved in the pathology of several neuropsychiatric and affective
disorders (Luscher et al., 2011; Sibille et al., 2011).

Neonatal maternal separation (NMS) is a well-established animal
model of early-life stress in which pups are separated from the dam
during the early postnatal period. Long-term consequences of NMS
include alterations of the stress response characterized by hyper-
reactivity of the hypothalamic-pituitaryadrenal axis, anxiety-like
symptoms (Plotsky and Meaney, 1993), and social deficits (Lukas
et al., 2011; Holland et al., 2014). If visceral hypersensitivity has been
commonly observed after NMS (Chung et al., 2007; Moloney et al.,
2015), our laboratory also recently demonstrated the presence of long-
lasting somatic hypersensitivities to thermal hot and mechanical stim-
uli (Juif et al., 2016) as well as a deficit in OTergic analgesic controls
(Melchior et al., 2018).

While OT appears to be a critical determinant in the long-term
consequences of NMS on pain responses and associated comorbidities
(Melchior et al., 2018), it has also been involved in chloride homeostasis
during development. Early OT signaling enables neuronal maturation
through upregulation of KCC2 expression counteracting the function of
NKCC1 (Leonzino et al., 2016). As reviewed recently, OT-mediated
analgesia mainly relies on an increased GABAergic inhibition in the
spinal cord (Poisbeau et al., 2018), and can for example be activated
after a forced swim stress (Wotjak et al., 1998; Melchior et al., 2018).
This helps to understand that an alteration of chloride homeostasis could
impair the beneficial action of OT via chloride mediated GABA,
receptor-channels (Bonin and De Koninck, 2013).

In this study, we used behavioral measures to evaluate the long-term
consequences of NMS on the sensory-affective components of pain in
adult rats. Complementary to our previous results (Juif et al., 2016;
Melchior et al., 2018), we investigated whether impaired chloride
transporter expression and OT signaling might contribute to the
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observed alteration in pain sensitivity and associated affective comor-
bidities and investigated a possible link with underlying inflammatory
reactivity.

2. Methods and materials
2.1. Animals

Pregnant female Wistar rats (Chronobiotron, Strasbourg, France)
were used in this study and carefully monitored for delivery. Day of birth
was referred to as postnatal day 0 (PO). Mother and pups were housed in
a temperature (22 °C) and humidity (50 + 20%) controlled room, under
a 12 h light-dark cycle (lights on at 7:00 am), with ad libitum access to
food and tap water. Pups were weaned at P21 and housed in collective
cages according to sex. Males and females were used in this study, and
results were pooled when no sex-specific difference was observed. All
procedures were conducted in accordance with EU regulations and
approved by the regional ethical committee (CREMEAS authorization
numbers APAFIS#7678-20 16,112,223,027,528 v2 and
APAFIS#10215-201706131614598 v3).

2.2. Neonatal maternal separation protocol

Dams and their litter were randomly assigned to the control or NMS
group upon parturition. Litters from the NMS group were separated from
their home cage for three hours per day, from postnatal day 2 (P2) to
postnatal day 12 (P12), and placed in a separate room under a heating
lamp to maintain their temperature. Litters from the control group
remained undisturbed.

2.3. Behavioral testing

Animals were tested between P45 and P55 and chosen randomly in at
least two different litters. Experiments were performed during the light
phase, between 9:00a.m. and 4:00p.m. Prior to behavioral testing, ani-
mals were habituated to the experimenter with three days of handling.

2.3.1. Evaluation of anxiety-like symptoms with the elevated plus maze

Apparatus consisted in two open arms (45 x 10 cm) and two closed
arms (walls 30 cm high) arranged in a plus shape and elevated at a
height of 50 cm. Animals were placed in the center of the elevated plus
maze with their head facing the open arm opposite the experimenter.
Animals were video-tracked for 5 min and analyzed with the ANY-maze
5.2 software (Ugo Basile, Gemonio, Italy).

2.3.2. Evaluation of sociability with the three-chamber test

Apparatus consisted in three chambers (80 x 40 x 40 cm) connected
by doors (15 x 10 cm). Rats were placed in the center chamber and left
to freely explore the apparatus for habituation. After 10 min, an empty
cylindric wire box was placed in one of the side compartments, and a
similar box containing a stranger animal (previously habituated to the
box) was placed in the other side compartment. Time spent in both
compartments was video recorded during 10 min and analyzed using
the ANY-maze 5.2 software (Ugo Basile, Gemonio, Italy) to assess
sociability.

2.3.3. Evaluation of mechanical nociception with the calibrated forceps

Habituated rats were loosely restrained with a towel masking their
eyes. Tips of the calibrated forceps (Bioseb, Vitrolles, France) were
placed at each side of the hindpaw, and a gradually increasing force was
applied until withdrawal of the paw, following a validated procedure
(Luis-Delgado et al., 2006). Pressure eliciting withdrawal of the paw was
considered as the mechanical nociceptive threshold value.

2.3.4. Swim stress-induced OTergic analgesia
Rats were exposed to a forced swim stress protocol known to induce
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recruitment of OTergic descending controls of pain (Wotjak et al., 1998;
Melchior et al., 2018). Animals were placed in a Plexiglas™ cylinder
(diameter 30 cm) filled with 20 °C water. After 10 min, rats were gently
dried. Mechanical nociceptive thresholds were assessed before the swim
and 15 min afterwards using calibrated forceps. Stress-induced anal-
gesia was evaluated as the delta between threshold values after and
before exposure to swim stress.

2.4. Nerve tissue sampling and RT-qPCR

The lumbar segment of the spinal cord was collected as well as the
cerebrum (cerebral hemispheres and diencephalon), reconstituted in a
guanidine thiocyanate/p-mercaptoethanol preparation using ultraturax
and stored at —80 °C. Total RNA was extracted using a protocol adapted
from the original procedure of Chomczynski and Sacchi (Chomeczynski
and Sacchi, 1987) consisting in 2 independent total RNA extractions
separated by a DNAsel treatment (TURBO™ DNase; Ambion, Life
technologies, Saint Aubin, France), as previously described in detail
(Lelievre et al., 2002). 800 ng RNA were reverse transcripted with the
RT iScript kit (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Quantitative PCR
was performed using SYBR Green Supermix (Bio-Rad), on the iQ5 Real
Time PCR System (Bio-Rad). Amplifications were carried out in 42 cy-
cles (20 s at 95 °C, 20 s at 60 °C, and 20 s at 72 °C). Standardization was
done using standard curves made from serial dilutions of samples, and
amplification data are shown as relative gene expression, calculated as
the ratio between cDNA concentration of the gene of interest and that of
the housekeeping gene. Here, hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-
transferase (HPRT) was selected as the housekeeping gene since its
transcripts remained highly stable among the different samples. Primer
sets for all genes of interest were designed using Oligo6.0 and M—fold
softwares (primer sequences in Supplementary Table 1). Samples were
accurately dispensed in duplicates using a robotic workstation (Freedom
EVO100; Tecan, Lyon, France), and amplification efficacy given by
standard curves was always close to 100% (42%), while amplification
specificity was assessed by a melting curve study.

2.5. Pharmacological treatments

Neonatal treatments: Drugs were freshly prepared each day and
administered to pups from P2 to P12, at the start of the NMS protocol
(for bumetanide [BTD] and OT), and for half of the litter at a time in
control animals (VU0463271) in order to avoid maternal stress and
prolonged withdrawal from the home cage. The NKCC1 inhibitor BTD
(Merck, USA) was dissolved in mineral oil and administered subcuta-
neously (s.c.; 10 uL / 10 g of animal weight) at a final dose of 0.5 mg /
kg. OT (Bachem, Switzerland) was diluted in NaCl 0.9% to reach the
dose of 1 mg / kg and injected intraperitoneally (i.p.; 0.1 mL /10 g of
animal weight). The KCC2 inhibitor VU0463271 (Tocris Bioscience, UK)
was dissolved in 20% dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, USA) and 80%
mineral oil and injected s.c. at a dose of 2 mg / kg.

Adult treatment: In a subset of experiments, BTD was diluted in 10%
DMSO and injected intrathecally (i.t.; 90 ug / 20 uL) in NMS animals.
Animals were then subjected to pain assessment 30 min after i.t.
injection.

2.6. Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM).
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6 software (La
Jolla, USA). For each experiment, normal distribution of values was
verified with the Shapiro-Wilk normality test prior to performing para-
metric analysis. One-way analysis of variance tests (ANOVA) followed
by Tukey’s post hoc multiple comparison test was used to compare
anxiety-like symptoms, nociceptive thresholds and efficacy of stress-
induced analgesia between groups. Two-way (condition x chamber)
ANOVA (2wANOVA) followed by Sidak’s post hoc test was used to
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assess social preference in the three-chamber test. 2WANOVA (condi-
tion x time) was used to compare transcript expression of several genes
at different time points and followed by Sidak or Tukey’s post hoc test.
Differences were considered to be statistically significant for p < 0.05.

3. Results

3.1. NMS-induced alterations in chloride transporter expression in the
cerebrum and spinal cord

To highlight possible alterations in chloride homeostasis in the ce-
rebrum and spinal cord of NMS rats, we analyzed the expression of
chloride transporters NKCC1 and KCC2, responsible for most of the
chloride import and export in neural cells, respectively (Fig. 1).

As shown in Fig. 1A, NKCC1 mRNA expression in the cerebrum was
significantly higher in NMS animals (2wANOVA, condition X time,
F(3,32) = 11.46, p < 0.0001) from P14 (CTRL: 1.49 4 0.05; NMS: 2.30 +
0.07) to P100 (CTRL: 0.54 £ 0.05; NMS: 0.94 + 0.07). In the case of
KCC2, mRNA expression in the cerebrum was significantly lower in NMS
animals (2wANOVA, condition x time, F(3 40) = 4.83, p = 0.0058) from
P24 (CTRL: 1.66 + 0.03; NMS: 1.34 4+ 0.04) to P45 (CTRL: 2.12 + 0.07;
NMS: 1.65 + 0.06), but not at P14 (CTRL: 1.30 + 0.05; NMS: 1.13 £ 0.1)
nor P100 (CTRL: 2.25 4 0.10; NMS: 2.25 4 0.04). We also used the
spinal cord as a target tissue being at the crossroads of ascending pain
information processing, descending modulatory control and behavioral
motor responses (including autonomic). As shown in Fig. 1B, spinal
NKCC1 mRNA expression was significantly higher in NMS animals
(2WANOVA, condition x time, F(324) = 29.50, p < 0.0001) from P14
(CTRL: 1.30 £+ 0.05; NMS: 1.92 + 0.09) to P100 (CTRL: 0.54 + 0.03;
NMS: 1.13 £ 0.07). In comparison to NKCC1, we found no significant
difference in KCC2 transcript expression at any of the ages studied
(Fig. 1A; 2wANOVA, condition x time, F(324) = 0.828, p = 0.4914).
Accordingly, the ratio in favor of NKCC1 likely suggests an alteration in
the maturation of chloride homeostasis and reduced spinal and supra-
spinal inhibition in NMS animals.

To illustrate the functional consequences of NKCC1 overexpression
on the NMS phenotype, we evaluated the effect of a single i.t. injection of
BTD (90 ug/20 pL) on the previously described nociceptive hypersen-
sitivity in NMS animals at adulthood (Juif et al., 2016). Intrathecal BTD
induced a significant increase in mechanical nociceptive thresholds 30
min after injection, from 283.0 + 8.18 g to 383.13 + 16.88 g (Fig. 2A;
1wANOVA, F(336) = 37.16, p < 0.0001). Mean mechanical thresholds
however still remained significantly lower in BTD-injected NMS animals
compared to controls (428.1 + 31.6 g). In CTRL animals, BTD did not
change baseline mechanical thresholds.

We also evaluated if NKCC1 overexpression could be involved in the
alteration of the OTergic analgesic controls that we recently described
with a protocol of stress-induced analgesia (Melchior et al., 2018). Here,
i.t. BTD injection had no significant effect in CTRL animals but fully
restored OTergic analgesia, as demonstrated by the significant increase
in nociceptive thresholds (1WANOVA, F329) = 13.71, p < 0.0001)
observed 15 min after the swim stress (Fig. 2B; CTRL: delta 261.78 +
18.65 g; NMS: 17.88 + 11.66 g; NMS after BTD i.t.: 257.25 + 55.56 g).
These results strongly suggest that the alteration of chloride homeostasis
due to NKCC1 hyperactivity contributes to the NMS nociceptive
phenotype as well as failure of OTergic analgesic controls.

3.2. Neonatal treatment with BTD

To confirm the critical role of chloride transporters in complex
supraspinal behaviors and in the ontogeny of the NMS phenotype, we
treated NMS pups with BTD from P2 to P12 and evaluated their anxiety
and social behavior at adulthood (Fig. 3).

NMS animals showed at P45 a significant decrease in the time spent
in the open arms of an elevated plus maze (Fig. 3A; IWANOVA, F(351) =
11.92, p < 0.0001) compared to controls (CTRL: 89.43 + 9.54 s; NMS:
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Fig. 1. Changes in relative expression of spinal transcripts coding for NKCC1 and KCC2 in CTRL and NMS animals as measured with RT-qPCR from P14 to P100 in
the cerebrum (A; n = 6 per group) and spinal cord (B; n = 4 per group), and the corresponding ratio of NKCC1/KCC2 expression. A. NMS was associated with a
significant increase in cerebral NKCC1 mRNA expression at all time points measured and to a decrease in KCC2 at P24 and P45. B. NMS was associated with a
significant increase in spinal NKCC1 mRNA expression at all time points measured and no change in spinal KCC2 mRNA expression. Statistical significance was
assessed with Sidak’s multiple comparison post-hoc test, illustrated as follows: p < 0.005 (*) or p < 0.001 (***) for CTRL vs NMS and p < 0.005 (#), p < 0.01 (##) or

p < 0.001 (###) for intragroup comparison vs preceding time point.

36.92 + 8.76 s), suggesting increased anxiety-like symptoms of NMS rats
as described in the literature. Neonatal BTD treatment restored mean
values that were similar with those of controls (NMS + BTD: 92.91 +
6.53 s).

In the three-chamber test, we found that NMS animals did not display
any significant social preference and spent as much time in the animal-
and object-containing chambers (Fig. 3B; time spent with the new ani-
mal 255.3 + 27.92 s, time spent with new objects 256.2 + 33.55 s,
preference ratio 1.27 + 0.17). This was in sharp contrast with the control
group (time spent with the new animal 318.3 + 14.56 s, time spent with
the new object 180.9 + 10.48 s, preference ratio 1.99 + 0.20;
2wANOVA, condition x chamber, F(3 10s) 8.936 , p < 0.0001).
Interestingly, neonatal BTD treatment fully restored social interactions,
with animals displaying again a marked preference for the animal-
containing chamber compared to the object-containing one, (time
spent with the new animal 311.4 + 27.63 s, time spent with new objects
179.9 + 23.02 s, preference ration of 2.2 + 0.44 s).

In another set of experiments, we evaluated if KCC2 inhibition would
be sufficient to induce NMS-like consequences in control animals. We
thus performed neonatal injections of the KCC2 inhibitor VU0463271 (s.
c.; 2mg/kg) from P2 to P12 in control pups. As shown in Fig. 3, we found

196

that neonatal blockade of KCC2 resulted in anxiety-like symptoms
similar to those observed in NMS animals. Both groups displayed a
reduced time spent in the open arm (Fig. 3A; CTRL + VU: 46.83 + 5.39
s). In contrast, VU0463271 neonatal treatment of CTRL animals failed to
result in any alterations in social interactions (Fig. 3B; time spent with
the new animal 366.9 + 10.82 s, time spent with new objects 144.2 +
9.91 s, preference ratio 2.7 + 0.26).

3.3. Neonatal OT treatment rescues NMS-induced alterations of the
affective phenotype

As mentioned above, NMS rats exhibited long-lasting nociceptive
hypersensitivity and a blunted adaptation to stressful conditions asso-
ciated with impaired OTergic stress-induced analgesia, which could be
restored with neonatal OT treatment (Melchior et al., 2018). After
neonatal OT treatment, NMS animals displayed mean nociceptive
thresholds similar to control animals, as measured with the calibrated
forceps, and a fully functional analgesia after forced swim stress. In an
effort to strengthen the crucial role of OT in the neurodevelopment and
maintenance of optimal chloride homeostasis, we analyzed the conse-
quence of a neonatal OT treatment on the affective phenotype in NMS
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Fig. 2. Effect of a single i.t. BTD injection at adult-
hood (90 pg/20 pL) on mechanical nociception and
OT analgesia induced by swim stress (n = 8 per
group). A. Intrathecal BTD in NMS animals induced a
rapid increase in mechanical nociceptive thresholds
as evaluated with calibrated forceps. B. Intrathecal
BTD in NMS animals restored OTergic stress-induced
analgesia (SIA). Statistical significance was assessed
with Tukey’s multiple comparison test, illustrated as
follows: p < 0.01 (**) or p < 0.001 (***).

Fig. 3. Effect of a neonatal treatment with BTD (0.5
mg/kg, s.c.) in NMS animals and VU0463271 (2 mg/
kg, s.c.) in CTRL animals on anxiety-like symptoms
and social interactions at adulthood. A. Neonatal
BTD treatment in NMS animals restores CTRL values
on the time spent in the open arms of an elevated
plus maze at P45, while VU0463271 induces anxiety-
like symptoms in CTRL animals (CTRL: n = 17,
CTRL + VU: n = 10, NMS: n = 13, NMS + BTD: n =
15). Statistical significance was assessed with
Tukey’s multiple comparison test, illustrated as fol-
lows: p < 0.01 (**) or p < 0.001 (***). B. NMS-
induced social preference deficit in the three-
chamber test can be restored with neonatal BTD
treatment, but neonatal VU0463271 failed to induce
social interaction deficits in CTRL animals (CTRL: n
=22,CTRL + VU:n =11, NMS: n = 14, NMS + BTD:
n = 11). Statistical significance was assessed with
Sidak’s multiple comparison test, illustrated as fol-
lows: p < 0.001 (***).

(Fig. 4A; CTRL: 89.43 + 9.54 s; NMS + OT: 73.53 + 6.44 s), in sharp
contrast with the anxiety-like profile observed in NMS animals
(1WANOVA, F(2,41) = 9.611; p = 0.0004). Neonatal OT treatment also
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Fig. 4. Neonatal treatment with OT (1 mg/kg, i.p.)
from P2 to P12 can rescue NMS-induced anxiety-like
symptoms and social interaction deficits. A. Neonatal
OT treatment in NMS animals restores CTRL values
on the time spent in the open arms of an elevated
plus maze at P45 (CTRL: n = 17, NMS: n = 13, NMS
+ OT: n = 14). Statistical significance was assessed
with Tukey’s multiple comparison post-hoc test,
illustrated as follows: p < 0.01 (**) or p < 0.001
(***). B. NMS induces a deficit in social preference in
the three-chamber test, which can be restored with
neonatal OT treatment (CTRL: n = 22, NMS: n = 14,
NMS + OT: n = 14). Statistical significance was
assessed with Sidak’s multiple comparison post-hoc
test, illustrated as follows: p < 0.001 (***).
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fully restored social preference values in the three-chamber test
(2WANOVA, condition x chamber, F(1,94) = 14.20; p < 0.0001; time
spent with the new animal 355.4 + 14.33 s, time spent with new objects
140.1 + 12.16 s, preference ratio 2.9 + 0.40).

3.4. NMS leads to a pro-inflammatory state

As chloride transporter levels can be regulated by inflammatory
factors (Huang et al., 2014; Kaila et al., 2014; Weidenfeld and Kuebler,
2017), we analyzed the expression of several inflammatory mediators in
the cerebrum and spinal cord as possible underlying molecular mecha-
nisms contributing to the altered maturation of chloride transporter in
NMS animals (Figs. 5 and 6).

In the cerebrum, interleukin-la (IL-1a) levels were not different
between groups (Fig. 5A, 2WANOVA, condition x time, F(3 40) = 0.576;
p = 0.6341), but we found a transient up-regulation in interleukin-1p
(IL-1B), detected only at P24 (Fig. 5B; 2wANOVA, condition x time,
F(3,40) = 44.32; p < 0.0001), and a durable up-regulation of interleukin-
6 (IL-6; Fig. 5C; 2wANOVA, condition x time, F(340) = 4.150; p =
0.0119) from P14 to P100 in NMS animals, and of TNF-a from P14 to
P45 (Fig. 5D; 2wANOVA, condition x time, F(3 409) = 10.23; p < 0.0001).
Cyclooxygenase-2 (Cox-2) levels were also higher in NMS animals from
P24 until adulthood (Fig. S5E; 2wWANOVA, condition x time, F(340) =
28.68; p < 0.0001). As a mirror image with the changes of pro-
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inflammatory mediators, levels of the anti-inflammatory cytokine
interleukin-10 (IL-10) were decreased at P24 and P45 in NMS animals
(Fig. 5F; 2WANOVA, condition x time, F(3 49y = 8.364; p = 0.0002).

In the spinal cord, IL-1a levels were also not different between
groups (Fig. 6A; 2wANOVA, condition x time, F(324) = 0.581; p =
0.6672), but we found a durable upregulation of IL-1f (Fig. 6B;
2wANOVA, condition x time, F332) = 12.29; p < 0.0001) and IL-6
(Fig. 6C; 2wANOVA, condition x time, F(332) = 25.86; p < 0.0001)
transcripts from P14 to P100 in NMS animals. TNF-a mRNA levels were
significantly higher in the early postnatal period (Fig. 6D; 2wANOVA,
condition x time, F(3 24y = 7.121; p = 0.0014), while spinal Cox-2 levels
were significantly higher in NMS animals from P24 until adulthood
(Fig. 6E; 2WANOVA, condition x time, F(332) = 25.61; p < 0.0001).
Levels of IL-10 were decreased throughout all times assessed (Fig. 6F;
2wANOVA, condition x time, F(3 32y = 11.81; p < 0.0001).

These results likely suggest a pro-inflammatory state in the nervous
system of NMS animals, possibly explaining the tonic deleterious action
of increased NKCC1 activity on anxiety, social and nociceptive
behaviors.

4. Discussion

This work provides functional evidence indicating that NMS induces
long-term alterations of the sensory-affective state in adult rats. As
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Fig. 5. Relative gene expression (gene of interest / housekeeping gene HPRT) of several inflammatory mediators in cerebrum of CTRL and NMS rats as measured by
RT-qPCR: interleukin-1a (A, n = 6 per group), interleukin-1p (B, n = 6 per group), interleukin-6 (C, n = 6 per group), tumor necrosis factor o (D, n = 6 per group),
cyclooxygenase-2 (E, n = 6 per group) and interleukin-10 (F, n = 6 per group). Statistical significance was assessed with Tukey’s multiple comparison post-hoc test,
illustrated as follows: p < 0.01 (**) or p < 0.001 (***) for CTRL vs NMS and p < 0.05 (#), p < 0.01 (##) or p < 0.001 (###) for intragroup comparison vs preceding

time point.
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vs preceding time point.

illustrated by the overexpression of the NKCC1 chloride importer in the
spinal and supraspinal levels and by the benefits of its neonatal blockade
by BTD, we propose these long-term alterations to result from a dysre-
gulated chloride homeostasis. A reduced inhibitory control in the central
nervous system as a result of over-expression of pro-inflammatory me-
diators could be responsible for the expression of somatic hypersensi-
tivities to pain, increased anxiety and sociability impairments. Based on
our results and on the recent literature in the field, we propose neonatal
OT deficits to be a critical determinant for these symptoms. A summary
of this working hypothesis is shown in Fig. 7.

In early life, chloride homeostasis is subjected to critical develop-
mental changes, controlling the switch from depolarizing to hyper-
polarizing GABAergic currents (Wang et al., 2002; Watanabe and
Fukuda, 2015). In the spinal cord, GABA action matures during the first
3 postnatal weeks (Cordero-Erausquin et al., 2005). In supraspinal re-
gions a developmental GABA shift has been observed around P8-10
(Tyzio et al., 2007). Following NMS, this neonatal shift in chloride ho-
meostasis and GABAergic function seems impaired. In particular, tran-
scripts coding for the chloride importer NKCC1 are durably upregulated
suggesting a prolonged immaturity state of neurons and reduced
GABAergic inhibition in the cerebrum and spinal cord. The increase in
KCC2 levels seems delayed in the cerebrum of NMS animals, with lower
levels at P24 and P45 compared to control animals, but not in the spinal
cord. This delayed shift has been previously observed in the hippo-
campus of NMS mice and was linked to a decreased KCC2 expression

199

(Furukawa et al., 2017). Similarly, following a single episode of NMS
combined with neonatal anesthesia, rats displayed a long lasting in-
crease in hypothalamic NKCC1 expression and decrease in KCC2 (Ju
et al., 2017).

These observations may explain the nociceptive hypersensitivity,
anxiety and impaired sociability phenotype of NMS rats. Corroborating
our results, gain of function of NKCC1 is also observed in several
neuropathic pain models (Hasbargen et al., 2010; Chen et al., 2014) as
well as in neuropsychiatric disorders such as schizophrenia (Merner
et al., 2016). Similarly, in a model of chemotherapy-induced neuro-
pathic pain, BTD treatment attenuated pain symptoms (Chen et al.,
2014). It is also important to note that the impaired behaviors are not
suggested to be linked to an altered motor function, which might affect
the performance in the elevated-plus maze or three-chamber test. Many
studies have demonstrated that NMS animals display similar weight gain
as CTRL animals, have similar performance in the rotarod test, and
travel similar distances in the open field test, confirming that NMS an-
imals display normal motor function and were able to perform the
behavioral tasks (Paternain et al., 2012; Toda et al., 2014; Tata et al.,
2015).

In our study, inhibiting NKCC1 function with BTD during the
neonatal period successfully normalized the affective phenotype in NMS
animals. This is consistent with previous studies in which the depressive
and anxiety-like behavior of early-life stressed animals were rescued by
neonatal BTD treatment, together with the expression of chloride
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Fig. 7. Proposed mechanism to explain the behavioral impairment detected at adulthood following neonatal maternal separation. The over-expression of pro-
inflammatory factors and deficit in oxytocin in the neonatal period is suggested to dysregulate the ratio between NKCC1 and KCC2 transporter expression/func-
tion in favor of NKCC1. This may lead to an imbalance in chloride homeostasis in spinal and supraspinal nervous structures.

transporters in the hypothalamus (Ju et al., 2017) or in the hippocampus
(Hu et al., 2017). Clinical trials have also highlighted the therapeutic
potential of BTD to improve social behaviors in children with autistic
spectrum disorders (Lemonnier et al., 2012). Altogether, disruption of
chloride homeostasis appears as a key player in the apparition of several
sensori-affective disorders commonly associated with early-life stress.

Based on the well-demonstrated analgesic properties of OT and our
recent results demonstrating that neonatal OT is a key determinant of
mechanical and thermal hot nociception (Melchior et al., 2018), we
show here that neonatal OT also rescues anxiety and social deficits
resulting from NMS. It is well known that OT has anxiolytic properties
(Gottschalk and Domschke, 2018) and may be useful to treat psycho-
social deficits following early-life stress, such as autistic spectrum
disorders-like signs (Yamasue and Domes, 2018). Indeed, skin to skin
contact, favoring OT release (Hardin et al., 2020), has been proven to
relieve pain and to have beneficial consequences on the social and
behavioral outcomes of preterm birth (Johnston et al., 2003; Charpak
et al., 2017). Our working hypothesis is that OT levels could be reduced
following NMS, possibly because of an alteration of maternal care, and
could impact the proper development of chloride homeostasis and
GABAergic function. In good agreement with this idea, early-life stress
in humans has been associated with reduced endogenous OT in the ce-
rebrospinal fluid (Heim et al., 2009). A link between OT and chloride
homeostasis has been demonstrated in the past as OT stimulates the
upregulation of KCC2 exporters optimizing the inhibitory action of
GABAergic neurons (Leonzino et al., 2016). In a mouse model, the effect
of OT on the GABAergic shift in hippocampal and neocortical neurons at
birth has been shown to be mimicked and occluded by BTD, suggesting a
possible involvement of NKCC1 (Khazipov et al., 2008). In our study, we
could not link the NMS phenotype and associated deficit in OT with an
altered expression of KCC2 in the spinal cord but showed a transient
decrease in KCC2 levels until P45 in the cerebrum, suggesting that OT is
indeed a critical determinant of chloride transporter function and
chloride homeostasis.

Moreover, NKCC1 expression and function has sometimes been
shown to be altered in the spinal cord following inflammation, in
particular in animal models of inflammatory pain (Zhang et al., 2008).
In our study, we found that several pro-inflammatory cytokines are
upregulated as well as the inducible Cox-2 favoring the synthesis of

prostaglandins E2. Together with the downregulation of anti-
inflammatory IL-10, it is then tempting to speculate that this “subin-
flammatory state” is tonically maintaining high levels of NKCC1, being
responsible for the NMS phenotype. This working hypothesis is further
supported by several reports indicating that NKCC1 expression and ac-
tivity is definitely regulated by inflammatory processes including those
driven by microglia (Morales-Aza et al., 2004; Hasbargen et al., 2010;
Huang et al., 2014; Weidenfeld and Kuebler, 2017). It is thus worth
mentioning that OT possesses potent anti-inflammatory properties and
is involved in the development, function and regulation of the immune
system (Li et al., 2016). Recently, a study has demonstrated that intra-
thecal injection of OT relieved bone cancer pain symptoms in a rat
model by suppressing the upregulation of several proinflammatory cy-
tokines in the spinal cord (Mou et al., 2020). Administration of carbe-
tocin, a selective agonist of the OT receptor, has also been shown to
reduce microglial activation, providing a long-term neuroprotection
following perinatal brain injury (Mairesse et al., 2019), highlighting the
benefits of OT signaling in the limitation of neuro-inflammatory pro-
cesses. Of course, the main limit of our study is that the direct link be-
tween OT, inflammatory factors, and NKCC1 expression has not been
investigated so far. Further studies would then be required to evaluate
the effect of a neonatal OT treatment on inflammatory factors levels in
the different brain areas, as well as the activation state of astrocytes and
microglia. Another possibility would be to evaluate the impact of adult
and/or neonatal treatments of NMS animals with anti-inflammatory
factors on their later behavior and chloride transporters levels.

After NMS, we propose that neonatal OT deficits impair chloride
homeostasis favoring the activity of NKCC1, indirectly via upregulation
of inflammatory mediators. Further experiments will be necessary to
identify the detailed molecular pathway involved in nerve cells of
newborns. This proposal is strongly supported by the neonatal effect of
BTD and OT on pain hypersensitivity, anxiety and sociability. Further
experiments would thus be necessary to assess chloride balance in
supraspinal regions in which OT acts on anxiety and social behavior,
such as the amygdala or the bed nucleus of the stria terminalis.
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Intégration et plasticité de la thermonociception
spinale chez le rat

Résumé

La détection et I'intégration des informations thermiques sont essentielles a la bonne
survie et adaptation d’un organisme a son environnement. Ces travaux de these ont
porté sur la compréhension fine des mécanismes sous-jacents au traitement des
informations thermiques nociceptives. Cette analyse a été effectuée au sein des
réseaux neuronaux pour la compréhension du codage électrique de ces dernieres par
les relais nociceptifs spinaux mais également au niveau comportemental, plus intégre,
qui ajoute des composantes émotionnelles et cognitives a la réponse adaptative
douloureuse des rats. Cette double approche permet d'appréhender dans son
ensemble la complexité de la réponse des animaux vis-a-vis des stimulations
thermiques chaudes et froides, potentiellement dangereuses pour lintégrité de
I'organisme

Mots-clés : douleur, nociception, thermosensibilité

Summary

Detection and integration of noxious thermal information are essential to the survival
and the adaptation of an organism to its environment. The goal of this thesis aimed to
further a fine understanding of the underlying mechanisms noxious thermal
information’s processing. This analysis was made within the spinal neuronal network
as well as at the behavioural level, more integrated, which adds the emotional and
cognitive component of the adaptive response to pain in rats. This double approach
allows to apprehend in its entirety the complexity of animals’ response to thermal hot
and cold stimuli which are potentially dangerous for the organism’s integrity.

Keywords : pain, nociception, thermosensitivity
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