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Résumé

Les nocicepteurs détectent les stimuli nocifs en périphérie (peau, muscles, visceéres) et les
transmettent aux cornes dorsales de la moelle épini¢re. Celles-ci jouent un role fondamental dans
I’intégration, la modulation et la transmission des informations nociceptives. Cette intégration implique
un réseau d’interneurones excitateurs et inhibiteurs. L’équilibre entre I’excitation et l’inhibition
détermine I’intensité du message transmis aux centres supraspinaux ou la sensation douloureuse est
¢laborée.

Au sein du réseau de la corne dorsale, la transmission synaptique inhibitrice met en jeu I’acide
y-aminobutyrique (GABA) et la glycine et joue un role important dans le traitement des informations
nociceptives. Suite a une 1ésion nerveuse, cette inhibition peut présenter des changements plastiques
menant a une diminution de 1’inhibition synaptique spinale aussi appelée désinhibition. Cette plasticité
fonctionnelle de I’inhibition spinale est un des mécanismes a I’origine du développement et du maintien
des douleurs neuropathiques. D’autre part, les récepteurs du glutamate de type N-méthyl D-aspartate
(NMDA) sont largement exprimés et recrutés suite a une lésion nerveuse. Bien que leur role dans les
phénomeénes de plasticité de la synapse excitatrice soit bien étudié, leur implication dans la plasticité de
I’inhibition spinale reste peu connue. Notre objectif était donc d’étudier I’effet de ’activation des
récepteurs NMDA sur I’inhibition synaptique spinale.

Pour cela nous avons utilisé des approches d’électrophysiologie sur tranches aigués de moelle
épiniere de souris adulte dans lesquelles nous avons analysé 1’effet d’une application de NMDA sur les
courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés, miniatures et évoqués (sCPSIs, mCPSIs et eCPSIs).

Nos résultats montrent que 1’activation des récepteurs NMDA induit une facilitation de la
libération synaptique de GABA dans une sous-population neuronale mais n’a aucun effet sur la
transmission glycinergique. Par une approche pharmacologique, nous avons mis en évidence que
I’activation des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2C/D était responsable de ’effet
observé. L’utilisation de souris transgéniques GAD65::EGFP nous a ensuite permis de révéler que la
quasi-totalité des neurones GABAergiques enregistrés regoit une inhibition synaptique GABAergique
facilitée par I’activation des récepteurs NMDA ce qui pourrait mener a la désinhibition du réseau spinal.
Nous avons ensuite montré qu’un maillon glial est requis pour obtenir I’effet facilitateur a un type
spécifique de synapse constitué d’un neurone présynaptique inhibiteur et d’un neurone postsynaptique
excitateur. Ce maillon glial permet 1’activation des récepteurs NMDA, en partie via la libération de D-
sérine. Enfin, sur le mod¢le de douleur neuropathique périphérique du Spared nerve injury (SNI), nos
résultats indiquent que 2 semaines apres la réalisation de la Iésion nerveuse, la transmission
GABAergique spontanée est potentialisée et ’effet facilitateur du NMDA est augmenté. De plus, en
condition miniature, la proportion de neurones recevant une inhibition synaptique GABAergique
potentialisée par 1’activation des récepteurs NMDA tend a étre augmentée.

En conclusion, la réalisation de ce projet de thése a permis d'améliorer la compréhension du role
des récepteurs NMDA dans la modulation et la plasticité de la transmission synaptique GABAergique
au sein du réseau nociceptif spinal. La modulation de la transmission GABAergique par I’activation de
ces récepteurs NMDA pourrait jouer un réle important a la fois dans le traitement des informations
nociceptives et dans le développement et la chronicisation des états douloureux.
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NBQX : 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[ f]quinoxaline
NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NMDAR : récepteur NMDA

NO : monoxyde d’azote

nNOS : forme neuronale de la synthase du monoxyde d’azote
PKA : protéine kinase A

PKC : protéine kinase C

PKCy : protéine kinase C de type gamma

PPR : “paired-pulse ratio”

PV+ : Neurones positifs a la parvalbumine

SNC : systéme nerveux central

SNI : “spared nerve injury”

SNL : “spinal nerve ligation”

SOM+ : neurones positifs a la somatostatine

SP : substance P

T activation : cinétique d’activation d’un courant synaptique exprimée en ms
T déactivation : cinétique de déactivation d’un courant synaptique exprimée en ms
TTX : tétrodotoxine

VIAAT : transporteur vésiculaire des acides aminées inhibiteur



Introduction



Avant-propos

Les cornes dorsales (CD) de la moelle épiniére (ME) jouent un réle fondamental dans le traitement
des informations nociceptives. Celles-ci recoivent 1’information nociceptive détectée en périphérie
(peau, muscles, visceéres) par les nocicepteurs. L’ information est ensuite intégrée au sein de la CD, grace
a des réseaux d’interneurones excitateurs, inhibiteurs et de cellules gliales. L’équilibre entre I’excitation
et I’inhibition définit I’intensité du message transmis aux centres supraspinaux ou la sensation
douloureuse est élaborée. Dans la CD, des mécanismes de plasticité peuvent avoir lieu en condition de

douleur chronique et modifier le traitement de 1’information nociceptive.

Dans la CD, la transmission synaptique inhibitrice met en jeu deux neurotransmetteurs : 1’acide y-
aminobutyrique (GABA) et la glycine. Cette transmission joue un réle clef dans la régulation de
I’équilibre excitation/inhibition. Par exemple, un blocage pharmacologique des récepteurs GABAx et/ou
de la glycine induit le développement d’hyperalgésie thermique et d’allodynie mécanique. On définit
I’hyperalgésie comme 1'augmentation de 1’efficacité d’un stimulus nociceptif et I’allodynie comme la
perception d’une douleur en réponse a un stimulus non nociceptif. Dans certains cas pathologiques, par
exemple suite a une Iésion nerveuse, la transmission synaptique inhibitrice peut présenter des
changements plastiques menant a une diminution de I’inhibition synaptique spinale aussi appelée
désinhibition. Cette plasticité fonctionnelle de I’inhibition spinale est un des mécanismes a 1’origine du
développement et du maintien des douleurs neuropathiques. La plasticité de la synapse inhibitrice joue
donc un rdle clef dans le traitement des informations nociceptives. Dans plusieurs régions du systéme
nerveux central, des mécanismes de plasticité de la synapse inhibitrice ont été observés, en revanche
tres peu d’études ont porté sur la plasticité activité dépendante de la synapse inhibitrice au sein de la

CD.

Dans la CD, le principal neurotransmetteur libéré par les fibres afférentes est le glutamate. L’activité
de ces fibres est augmentée en condition neuropathique, ce qui entraine une augmentation de la libération
de glutamate dans la CD. Cette augmentation de libération de glutamate induit le recrutement de
récepteurs NMDA. Ce récepteur joue un réle important dans les mécanismes de modulations des
synapses excitatrices et dans le développement des douleurs neuropathiques, cependant son implication

dans la modulation de la transmission synaptique inhibitrice dans la ME n’est pas connue.

L’hypothése a la base de notre étude est que 1’activation des récepteurs NMDA au sein du réseau de
la CD pourrait induire une modulation et une plasticité¢ fonctionnelle de la transmission synaptique

inhibitrice et jouer un réle dans le développement et le maintien des douleurs neuropathiques.
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Durant ma thése, je me suis donc intéressé aux changements de la transmission synaptique
inhibitrice dans la corne dorsale de la moelle épiniére et en particulier dans la lamina II qui est une zone
recevant une grande partie des informations nociceptives provenant de la périphérie. J’ai caractérisé
I’effet de I’activation des récepteurs NMDA sur la transmission synaptique inhibitrice chez des animaux
sains et chez des animaux présentant une douleur neuropathique induite par une 1ésion partielle du nerf

sciatique.

D’autres part, les cellules gliales de la CD expriment une grande variété de récepteurs pour des
neurotransmetteurs dont les récepteurs NMDA. En plus de leur role de soutien, il est maintenant connu
que ces cellules modulent la transmission synaptique par la libération de gliotransmetteurs tels que le
glutamate, la D-sérine, ’ATP ou le GABA. Ces raisons nous ont amené a étudier le role des cellules
gliales dans D’effet induit par une application de I’acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) sur la

transmission synaptique inhibitrice.

L’introduction de ma thése sera divisée en trois parties. Je commencerai par faire le point sur la
structure anatomo-fonctionnelle des cornes dorsales de la moelle épiniére en portant un intérét
particulier a la lamina II. Dans la seconde partie je présenterai les caractéristiques générales de la
transmission synaptique inhibitrice ainsi que les modifications de celle-ci observées suite a une lésion
nerveuse. Un bref point sera aussi fait sur les mécanismes de plasticité¢ de la transmission inhibitrice
observée dans la ME et dans d’autres régions du SNC. Enfin la troisiéme partie sera consacrée au
récepteur NMDA. Ses caractéristiques, sa distribution spinale, et son role dans les mécanismes de

plasticité et de mise en place de douleurs neuropathiques dans la ME seront décrits.

15



Centres supraspinaux

Controdles descendants

DRG —
Périphérie (peau, muscles, viscéres) /a :
e :
(%

Fibres sensorielles primaires

s

Myéline Ay one

i"f(;\/"“‘:—'_ d Proprioception Moelle épiniere
A Sensibilité tactile

Ao/AB
(&t B Nociception
Ad .
_ ~ Prurit
C Nociception
Caresses

Températures non nociceptives
J

Figure 1 : Systéme somatosensoriel.

Les fibres sensorielles primaires détectent les stimuli en périphérie (peau, muscles, viscéres) et les
transmettent a la ME. Les informations sont traitées dans la ME avant d’étre transmises aux centres
supraspinaux qui peuvent, en réponse a ces informations, émettrent des controles descendants pour
moduler le traitement spinal. Les fibres bleu représentent les fibres AP proprioceptives, les fibres jaune
représentent les fibres Ad nociceptives et mécaniques, les fibres rouge représentent les fibres C
nociceptives et les fibres vertes représentent les fibres A contactant les motoneurones de la corne

ventrale. Les chiffres romains indiquent les différentes laminae de la CD. DRG : Ganglion dorso-
rachidiens



Premiere partie :
Les cornes dorsales de la moelle épiniere au sein du

systeme somatosensoriel spinal.

La moelle épiniere (ME) et plus particuliérement les cornes dorsales (CD) jouent un role central au
sein du systéme somatosensoriel dont la fonction est de détecter les stimuli sensoriels regus par notre
organisme. En effet les informations somatosensorielles détectées en périphérie (peau, muscles et
visceres) sont acheminées jusqu’aux CDME par les axones des neurones sensoriels primaires dont les
corps cellulaires se trouvent dans les ganglions rachidiens. Ces axones aussi appelés fibres afférentes
primaires transmettent 1’information nociceptive et non nociceptive. L’information dite nociceptive
résulte d’un stimulus menacant I’intégrité de 1’organisme. Les fibres Aa/p empruntent la voie des
cordons dorsaux et projettent des collatérales vers la CD, ces fibres transmettent généralement des
informations proprioceptives et mécaniques non nociceptives. Les fibres Ad et C font synapses dans la
CD et sont décrites comme majoritairement nociceptives (Brown, 1982; Todd, 2010). Il y a donc au
niveau des CD un premier relais de I’information nociceptive entre afférences primaires et neurones
spinaux (Brown et al., 1987; Millan, 1999). Les CDME ne sont cependant pas qu’une simple structure
relais, elles jouent aussi un role majeur dans la modulation de I’information grace a un réseau local
d’interneurones excitateurs et inhibiteurs (Millan, 1999). L’équilibre entre I’excitation et I’inhibition au
sein de ce réseau définit I’intensité du message transmis par les neurones de projection aux centres supra
spinaux ou la sensation de douleur est élaborée suite a I’intégration entre différentes régions corticales.
Ces structures peuvent émettre en réponse des projections descendantes modulant le traitement des

informations spinales (Figure 1).

1. Organisation des cornes dorsales de la moelle épiniére

D’un point de vue anatomique, la ME s’étend en direction caudale par rapport au tronc cérébral.
Chez I’homme et les rongeurs, elle est divisée en région cervicale, thoracique, lombaire, sacrée et
coccygienne. Sur une coupe transversale de tranche de ME, les corps cellulaires des neurones constituent
la substance grise et sont entourés par la substance blanche. On divise la substance grise en cornes
dorsales (CD) (ou postérieures) et cornes ventrales (ou antérieures). Les neurones des CD regoivent les
informations sensorielles provenant des fibres afférentes primaires qui passent par les racines dorsales
puis projettent dans la CD. Les cornes ventrales contiennent les corps cellulaires des neurones moteurs

dont les axones, sortants par les racines ventrales, innervent les muscles. Ces divisions principales de la
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Figure 2 : Histologie d’un segment lombaire de la ME humaine.

Photographie d’une coupe retouchée afin de simuler une coloration de la my¢éline. Les zones
foncées indiquent la présence de fibres myélinisées a 1’inverse des zones claires, faiblement
my¢élinisées. On remarque que les axones myélinisés se trouvent principalement dans la
substance blanche tandis que la substance grise, et en particulier la lamina II, est faiblement
my¢élinisée. A gauche, les lignes en pointillés indiquent les délimitations des laminae de Rexed.
D’apres Purves et al., 2012,



substance grise ont fait 1’objet de subdivisions supplémentaires en fonction des différents types
neuronaux. Ainsi Rexed a montré chez le chat, en se basant sur des différences de taille et de densité
des corps cellulaires des neurones, que ceux-ci présentent une organisation en couches dans la CD et en
colonnes longitudinales dans la corne ventrale (Rexed, 1954). 1l proposa un systéme de classification en
10 laminae qui comprend les laminae de la CD (I a VI), de la corne ventrale (VII a IX) et la lamina X
qui entoure le canal de 1’épendyme. Cette classification a depuis été étendue a d’autres espéces dont les

primates, les rongeurs et I’homme (Figure 2).

1.1 Cytoarchitecture

Afin de mieux comprendre I’organisation des CDME, une bréve description de la composition
neuronale des différentes laminae est donnée ci-dessous. Il faut noter qu’il n’y a pas de frontic¢res nettes

entre deux laminae adjacentes mais plutot des zones de transitions.

La lamina I est une couche fine recevant principalement des informations nociceptives transmises par
les fibres C. Cette lamina contient la plus dense population de neurone de projection de la CD qui
représente environ 5% des neurones de cette lamina (Zhang et Craig, 1997; Saeed et Ribeiro-da-Silva,
2013). Les neurones de la lamina I comprennent des neurones possédant des récepteurs NK1 des
neurokinines qui représentent pour la plupart des neurones de projections (Al-Khater et al., 2008). Ils
ont un arbre dendritique localisé au sein de la lamina I qui s’étend dans I’axe rostrocaudal. Les autres
neurones de la lamina I sont des interneurones (Spike et al., 2003), ils ont un arbre dendritique qui
s’étend vers la partie ventrale et pénétre dans la lamina II (Almarestani et al., 2007; Cordero-Erausquin

et al., 2009) voire méme les laminae I1I-IV (Kosugi et al., 2013).

La lamina II, aussi appelée substance gélatineuse de Rolando dii @ son aspect translucide en
microscopie optique en lumicre transmise, est une des principales zones d’entrée des informations
nociceptives provenant de fibres C principalement et de fibres Ad. Cette lamina a la particularité d’étre
composée uniquement d’interneurones locaux excitateurs et inhibiteurs de petit diamétre ce qui fait de
cette lamina un lieu dédié a I’intégration et a la modulation de I’information nociceptive (Lorenzo et al.,
2008; Todd, 2015). La lamina II peut étre divisée en deux zones en fonction de la répartition des types
neuronaux. La lamina II externe (c6té dorsal) et la lamina II interne (c6té ventral). Il existe quatre types
morphologiques de neurones décrit chez les rongeurs : les neurones en ilots, centraux, radiaux et
verticaux (Figure 3). Cependant cette classification ne permet pas de décrire tous les types de neurones
(Grudt et Perl, 2002; Yasaka et al., 2007). Les neurones en ilots sont principalement localisés dans la
partie interne de la lamina II et possedent une arborisation dendritique s’étendant dans I’axe rostrocaudal
sur plus de 400um chez le rat tandis que les neurones centraux, aussi localisés dans la lamina II interne,

ont une arborisation dendritique rostrocaudale plus courte. Les neurones radiaux se retrouvent dans
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Figure 3 : Illustration obtenue par imagerie confocale des quatre types neuronaux observés
dans la lamina II sur des tranches de moelle épiniéres de rat adulte.

Ces différents types neuronaux ont été identifiés par Grudt et Perl (2002) en fonction de leur
morphologie et arborisation dendritique. De la neurobiotine dans la pipette d’enregistrement a permis
de marquer les neurones avec de 1’advidine fluorescente apres les enregistrements. Barre d’échelle :
100uM. D’apres Yasaka et al., 2010.



toute la lamina II avec une arborisation en étoile. Enfin, les neurones verticaux ont leurs corps
cellulaires dans la lamina II externe et ont une arborisation dendritique dorsoventrale qui peut atteindre

la lamina III.

Les neurones de la lamina II possedent différents motifs de décharge de potentiels d’action suite a leur
activation par injection d’un courant dépolarisant On retrouve ainsi des neurones avec un profil de
décharge « tonique », défini comme une décharge réguliére de potenticls d’action tout au long de la
stimulation. Des neurones dit « phasiques » caractérisés par une décharge transitoire de potentiels
d’actions. On retrouve aussi des neurones avec un profil de décharge « unique » qui ne génere qu’un
seul potentiel d’action pendant la stimulation. Les neurones dont le profil de décharge est dit « avec
délai » présentent un temps de latence entre le début de la stimulation et I’apparition du premier potentiel

d’action (Grudt et Perl, 2002).

Pour récapituler, la lamina II est la principale zone d’entrée des fibres afférentes nociceptives
de type C et Ad. De plus, le réseau de cette lamina est constitué exclusivement d’interneurones locaux,
aucun neurone de projection n’est retrouvé au sein de cette lamina. La lamina II est donc dédié a la

modulation de I’information nociceptive avant la transmission de 1’information aux autres laminae.

Les laminae III-1V possédent une densité de corps cellulaires faible comparé aux laminae plus
superficielles et recoivent des informations directes provenant principalement des fibres AB et Ad. Ces
laminae sont composées de neurones de projections et d’interneurones locaux divisés en deux groupes.
Les interneurones a axones locaux et les interneurones a axones profonds (Schneider, 2003; Schneider
et Walker, 2007). Ces neurones ont une arborisation dendritique dorsoventrale limitée pour les
interneurones a axones locaux et au contraire étendue pour les interneurones a axones profonds qui
peuvent pénétrer dans les laminae superficielles et profondes. Le territoire axonal des interneurones a
axones locaux s’étend de fagon rostrocaudal aux seins des laminae III-I'V tandis que les interneurones a

axones profonds projettent ventralement et innervent les laminae IV a VI (Schneider, 1992, 2003).

Les laminae V-VI possédent des neurones de projection et des interneurones qui peuvent étre multi-
modaux (Wide dynamic range) et qui recoivent a la fois des informations nociceptives et non
nociceptives. Leur arborisation dendritique s’étend de la lamina III a la lamina VII dans ’axe
rostrocaudale et mediolatérale. Certains neurones de la lamina V ont des dendrites atteignant la lamina

II (Braz et al., 2005).

1.2 Neurochimie des laminae superficielles de la cornes dorsale (Laminae I-11I)

Dans la CD, on retrouve des neurones de projection a destination supraspinales et des

interneurones locaux. Les neurones de projection sont exclusivement excitateurs et utilisent le glutamate
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comme neurotransmetteur. Les interneurones locaux qui constituent la grande majorité des neurones des
CDME peuvent étre séparés en deux groupes fonctionnels principaux : les interneurones excitateurs et

les interneurones inhibiteurs.

1.2.1 Neurones excitateurs

Quantification des neurones excitateurs

L’identification des interneurones excitateurs par des approches d’immunohistochimie
classiques a été compliquée par le fait que le glutamate est retrouvé dans de nombreux types cellulaires.
Par ¢limination, il est donc généralement considéré que les interneurones excitateurs sont les
interneurones ne contenant pas d’acide y-aminobutyrique (GABA) et/ou de glycine qui sont les deux
neurotransmetteurs rapides inhibiteurs dans les CDME. Les interneurones excitateurs représentent plus
de la moiti¢ des neurones de la CD et comptent pour environ 60-70% des neurones des laminae I a I1I

(Todd, 2010).
Marqueurs des neurones excitateurs

Plusieurs marqueurs neurochimiques ont permis d’établir des sous-populations de neurones
excitateurs comme la calrétinine et la calbindine qui lient le calcium, la protéine kinase C y (PKCy), la
somatostatine (SOM"), la neurokinine B (NKB), la neurotensine, le « gastrin-releasing peptide » (GRP)

(Gutierrez-Mecinas et al., 2016) (Pour une revue récente voir Todd (2017).

L’utilisation de marqueurs spécifiques des transporteurs vésiculaires du glutamate (vGLUTI,
vGLUT?2 et vGLUT3) pour marquer les axones de neurones glutamatergiques a permis de révéler que
virtuellement tous les neurones de la CD recoivent des entrées synaptiques glutamatergiques. vGLUT1
apparait plus exprimé dans les laminae III et IV tandis que vVGLUT?2 est retrouvé dans les laminae I et
IT (Todd et al., 2003; Alvarez et al., 2004). Enfin il apparait que vVGLUT3 peut étre exprimé

transitoirement a la bordure des laminae II et I11.
Types neuronaux excitateurs

S’il n’y a pas de corrélation exacte entre neurochimie et morphologie, les neurones verticaux,
radiaux ainsi que les neurones centraux (avec un profil de décharge transitoire) sont majoritairement
excitateurs (Grudt et Perl, 2002; Yasaka et al., 2010). II existe cependant des exceptions montrant que
certains neurones radiaux peuvent étre inhibiteurs (Maxwell et al., 2007) et il en va de méme pour les
neurones verticaux. Par exemple, par des approches immunohistochimiques, 2 neurones verticaux sur 6
testés ou 3 sur 15 selon I’étude ont été montrés de nature inhibitrice (Lu et Perl, 2005; Maxwell et al.,

2007; Yasaka et al., 2010).
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Figure 4 : Représentation schématique d’une synapse glutamatergique du SNC ou les familles
de récepteurs au glutamate sont représentées.

Le glutamate libéré dans la fente synaptique se lie aux récepteurs ionotropes et métabotropes du
glutamate. Une fois dissocié du récepteur, il est recapturé par les EAAT localisés sur les membranes des
astrocytes et des neurones. Les récepteurs ionotropes sont perméables aux cations Na*, K* et Ca®’, la
perméabilité au Ca*" étant particuliérement élevé pour les récepteurs NMDA. L’activation des récepteurs
ionotropes exprimés a 1’élément postsynaptique permet de dépolariser le neurone postsynaptique et
d’initier la formation de potentiels d’actions. Ces récepteurs ont des cinétiques d’activation rapide et
sont responsables de la transmission excitatrice rapide dans le SNC. Les récepteurs métabotropes du
glutamate ont des cinétiques d’activations plus lentes et sont responsables des modulations lentes mais
durables des réponses synaptiques. Pour chaque récepteur, les différentes sous-unités existantes sont
indiquées. mGluR : Récepteur métabotrope du glutamate ; EAATSs : Transporteurs membranaires des
acides aminés excitateurs ; VGLUT : Transporteur vésiculaire du glutamate. D’aprés Gielen 2010.



Transmission synaptique excitatrice

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus répandu dans le systéme nerveux central
des mammiferes. Une fois libéré dans la fente synaptique, il peut atteindre des concentrations allant
jusqu’a 1mM pendant un bref instant (de [’ordre de la milliseconde) (Clements et al., 1992). Le
glutamate va alors pouvoir se lier a deux grandes familles de récepteurs qui sont les récepteurs
métabotropes (mGIluRs) et ionotropes (iGluRs) du glutamate. Une fois dissoci¢ du récepteur, le
glutamate est rapidement recapturé par des transporteurs des acides aminés excitateurs (excitatory amino
acid transporter ou EAAT) localisés sur les membranes des astrocytes principalement et des neurones

(Figure 4).
Les récepteurs métabotropes du glutamate

Les mGluRs sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G
qui activent ou inhibent différentes voies intracellulaires en fonction de la protéine G a laquelle ils sont
couplés (Niswender et Conn, 2010). Dans la ME, la majorit¢ des mGluRs sont exprimés a I’exception
de mGluR6 et 8 (Valerio et al., 1997). 1l existe aussi un motif d’expression en fonction des laminae,
ainsi on retrouve mGluR1 dans les laminae I et V, mGluRS5 dans les laminae I et II (Alvarez et al., 2000)
et mGluR2 et 3 dans la lamina II interne (Aronica et al., 2001). Les mGluRs sont exprimés aux
extrémités de la densité postsynaptique ainsi qu’a 1’élément présynaptique (Azkue et al., 2000). Les
mGluRs ont des cinétiques d’activation relativement lentes de 1’ordre de 50 ms (Attwell et Gibb, 2005).
Ils ne répondent en général qu’a des expositions prolongées au glutamate et sont responsables des
modulations lentes et plus durables des réponses synaptiques notamment via la régulation de canaux

potassium et calcium, et des iGluRs (Conn et Pin, 1997).
Les récepteurs ionotropes du glutamate

Les iGluRs sont des récepteurs canaux responsables de la transmission synaptique excitatrice
rapide. Ils ont été répartis en quatre sous-groupes de récepteurs en fonction de leur pharmacologie
(Watkins et Jane, 20006) : les récepteurs NMDA, AMPA, Kainate et Delta (Dingledine et al., 1999). Ces
derniers étant trés peu caractérisés, ils ne seront pas détaillés par la suite. Le nom des récepteurs du
glutamate vient des agonistes qui les activent spécifiquement : Le NMDA (N-méthyl-D-aspartate),
I’AMPA (acide oa-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxalone-propionique) et 1’acide kainique. Ces
récepteurs sont des tétrameres dont les segments transmembranaires forment un canal perméable aux
ions sodium (Na*), potassium (K") et calcium (Ca?"). Les récepteurs AMPA et NMDA sont exprimés a
la densité postsynaptique. Leur activation induit la dépolarisation de la membrane du neurone et la
formation de potentiels d’action. Ces récepteurs peuvent aussi étre exprimés sur I’élément présynaptique
ou ils exercent alors une modulation de la libération de neurotransmetteurs et sur les éléments
extrasynaptiques ou ils exercent différentes fonctions. Pour revue voir Petralia et al. (2010) et Chapitre

III. Les récepteurs Kainate ont une localisation pré ou extrasynaptiques et jouent un réle de modulateur
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Figure 5 : Proportions des différentes populations d’interneurones en fonction des marqueurs
neurochimiques exprimés.

A gauche : Le graphique représente les proportions d’interneurones inhibiteurs dans les laminae I et
IT en fonction des marqueurs exprimés.

La zone mauve représente les neurones qui co-expriment la Galanine/Dynorphine et 1’oxyde nitrique
synthase neuronale (nNOS) tandis que la zone marron représente les neurones co-exprimant la
Galanine/Dynorphine et le Neuropeptide Y. Il existe aussi une légere co-expression du Neuropeptide
Y avec la nNOS et la Parvalbumine (non représenté sur ce graphique). D’apres Boyle et al., 2017.

A droite : Le graphique représente les proportions d’interneurones excitateurs dans les laminae I et II
en fonction des marqueurs exprimés.

La somatostatine (SST) est exprimée par la plupart des neurones. La proportion de neurone exprimant
la SST est par exemple de 91% pour les neurones exprimant la Neurokinine B (NKB), de 73% pour
les neurones exprimant la neurotensine (NT) et de 59% pour les neurones exprimant le « gastrin-
releasing peptide » (GRP). Il existe aussi une co-expression chez peu de neurones (1%) de la NT, de
la NKB et du « gastrin-releasing peptide ». D’apres Gutierrez-Mecinas et al., 2016.



de la transmission synaptique similaire a celui des mGluRs (Lerma, 2003). A la différence des mGluRs,
les iGluRs ont des cinétiques d’activation rapide de 1’ordre de la milliseconde pour les récepteurs
AMPA/Kainate et de la dizaine de milliseconde pour les récepteurs NMDA. Cette caractéristique leurs

permet d’initier des réponses synaptiques rapides suite a une bréve libération de glutamate.

1.2.2 Neurones inhibiteurs

Quantification des neurones inhibiteurs

Pour identifier les neurones inhibiteurs, il est possible d’utiliser des anticorps dirigés contre les
neurotransmetteurs GABA/glycine (Todd et Sullivan, 1990). L’identification spécifique des
interneurones GABAergiques peut étre réalisée avec des anticorps dirigés contre les glutamate
décarboxylases (GAD 65 et GAD 67) (McLaughlin et al., 1975) qui sont les deux enzymes responsables
de la syntheése du GABA. L’identification des interneurones glycinergiques peut étre réalisée avec des
anticorps anti-GlyT2 (Spike et al., 1997) qui est le transporteur membranaire de la glycine exprimé par

les neurones glycinergiques de la ME.

Par des approches immunohistochimiques, il a ét¢ montré que les interneurones GABAergiques
et glycinergiques sont distribués dans toute la substance grise de la CD (Barber et al., 1982; Spike et al.,
1997). Les interneurones GABAergiques sont particuliérement nombreux dans les laminae I-II1 tandis
que la distribution des interneurones glycinergiques est faible dans la lamina II (Todd et McKenzie,
1989). Ainsi, les neurones inhibiteurs représentent environ 25% des neurones dans la lamina I, 33% des
neurones dans la lamina II et 40% des neurones dans la lamina III (Polgar et al., 2003; Polgar et al.,
2013). Il n’y a pas de quantification précise dans les couches plus profondes mais il semble que le

nombre de neurones inhibiteurs diminue (Barber et al., 1982).
Marqueurs des neurones inhibiteurs

L’utilisation de marqueurs neurochimiques a aussi permis de classer les interneurones
inhibiteurs. Ainsi, cinq populations ont pu étre identifiées dans les laminae I et II chez le rat et regroupent
plus de la moitié¢ des interneurones inhibiteurs. Les populations identifiées comprennent les neurones
exprimant le neuropeptide Y (NPY) (Polgar et al., 2011), la galanine (Simmons et al., 1995), la
parvalbumine, la forme neuronale de la synthase du monoxyde d’azote “neuronal Nitric Oxide
Synthase” (nNOS) (Sardella et al., 2011) et la calretinine (Boyle et al., 2017) (Figure 5). Les
interneurones exprimant la parvalbumine semblent correspondre a certains neurones en i16ts de la lamina

II. Pour revue : Todd (2017).

Types neuronaux inhibiteurs
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Dans la lamina II, une étude électrophysiologique et morphologique a permis de montrer que
les neurones en il6ts sont exclusivement inhibiteurs et leur stimulation induit dans le neurone cible un
courant postsynaptique inhibiteur (CPSI) sensible a la bicuculline, un antagoniste des récepteurs
GABAA, (Lu et Perl, 2003; Maxwell et al., 2007). D autre part les neurones centraux avec un profil de
décharge tonique sont eux aussi principalement inhibiteurs (Grudt et Perl, 2002). Comme il a été précisé
plus haut, les neurones radiaux et verticaux bien que principalement excitateurs peuvent aussi étre

inhibiteurs pour certains (Lu et Perl, 2005; Maxwell et al., 2007; Yasaka et al., 2010).
La co-transmission GABA-glycine

La plupart des neurones de la CD regoivent a la fois des entrées synaptiques GABAergiques et
glycinergiques (Chéry et De Koninck, 1999; Cronin et al., 2004; Inquimbert et al., 2007; Rajalu et al.,
2009). Dans les laminae I et I, les neurones marqués par un anticorps anti-glycine sont aussi marqués
par un anticorps anti-GABA indiquant la présence de GABA et de glycine au sein d’'un méme neurone.
Il existe également dans les couches superficielles pendant le développement une co-transmission
GABA/glycine se traduisant par [’apparition de courants postsynaptiques inhibiteurs mixtes
GABA/glycine (Chéry et De Koninck, 1999; Keller et al., 2001; Rajalu et al., 2009). Cette co-
transmission n’est pas détectée dans les laminae III et IV chez le jeune rat (P10-15) (Inquimbert et al.,
2007). 11 a été montré que la co-détection disparait a 1’dge adulte mais peut réapparaitre suite a une

inflammation (Keller et al., 2001; Poisbeau et al., 2005; Inquimbert et al., 2007).
Réle de la transmission synaptique inhibitrice

La transmission synaptique inhibitrice rapide a un role essentiel dans le traitement spinal des
informations sensorielles et permet de maintenir un équilibre entre excitation et inhibition. La perte de
cet équilibre au profit d’une inhibition plus faible ou d’une excitation plus forte peut mener au
développement de symptomes associés aux douleurs chroniques tel que I’hyperalgésie ou 1’allodynie.
L’hyperalgésie est définie comme 1’augmentation de I’efficacité d’un stimulus nociceptif et I’allodynie
est définie comme la perception d’une douleur en réponse a un stimulus non nociceptif (Latremoliere et
Woolf, 2009). A I’inverse, il est généralement admis qu’un excés d’inhibition ou une perte d’excitation
induit des phénomeénes d’hypoalgésie. Ces différents points seront abordés dans le chapitre I consacré

a la transmission synaptique inhibitrice et son role dans le traitement des informations sensorielles.

2. Les fibres afférentes primaires

2.1 Classification et propriétés des fibres afférentes
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L’information sensorielle est détectée par les neurones sensoriels primaires qui sont des
neurones pseudo-unipolaires dont I’axone, se terminant par deux boutons présynaptiques, fait le lien
entre la périphérie et le systéme nerveux central (SNC) par I’intermédiaire d’une synapse excitatrice
glutamatergique. Les neurones sensoriels primaires peuvent étre répartis en plusieurs catégories selon
leurs propriétés morphologiques, fonctionnelles ou neurochimiques (Djouhri et al., 1998; Millan, 1999).
La classification la plus répandue est basée sur les propriétés de vitesse de conduction de I’influx
nerveux qui est directement liée au diamétre et a la myélinisation de I’axone. Trois groupes de fibres ont
¢été considérés : les fibres Aa/B, Ad, et C. Chez ’homme, les fibres Ao/p possédent de gros axones
(diametre >10um) fortement myélinisés qui conduisent rapidement I’information (35-100 m/s). Les
fibres Ad possédent des axones fins (diamétre de 2 a 6um) qui sont peu myélinisés et conduisent
I’information plus lentement (5 a 35 m/s). Enfin les fibres du groupe C posseédent les axones les plus
fins (diametre de 0.4 & 1.2um), sont non my¢élinisés et conduisent I’information treés lentement (<2 m/s)
(Millan, 1999). Les fibres C sont classées en fibres C peptidergiques, qui libérent des neuropeptides
comme la substance P et le peptide associé au géne de la calcitonine, et en fibres C non peptidergiques

(Snider et McMahon, 1998).

La plupart des fibres Ao/ transmettent des informations mécaniques non nociceptives bien qu’il
existe aussi des fibres AP nociceptives (Djouhri et Lawson, 2004). Les fibres Ad et C sont décrites
comme majoritairement nociceptives (Brown, 1982; Todd, 2010) mais la encore il existe des exceptions
et certaines fibres C transmettent des informations mécaniques non nociceptives (Alvarez et Fyffe, 2000;

Braz et al., 2014).

Les neurones sensoriels primaires spécialisés dans la détection de stimuli nociceptifs sont
appelés des nocicepteurs et sont activés par des stimulations mécaniques, thermiques ou chimiques. Les
nocicepteurs activés par une seule modalité de ces stimulations sont en général des fibres Ad et les
nocicepteurs pouvant répondre & plusieurs stimulus sont dit polymodaux. La majorité des fibres C et

quelques fibres Ad font partie de cette catégorie. Pour revue, voir Millan (1999).

2.2 Projection des fibres afférentes dans la corne dorsale de la moelle épiniere

Les fibres Aa/p projettent vers la moelle allongée qui est un premier relai avant que les
informations soient transmises aux centres supra spinaux, tel que le thalamus et le cortex
somatosensoriel. Cependant, les fibres Aa/p émettent aussi des collatérales qui font un relai dans les
CDME. D’autre part, toutes les fibres Ad et C projettent directement dans la CD et la lamina X de la
ME (Millan, 1999). Cela signifie que toutes les informations nociceptives sont d’abord acheminées et

traitées dans la ME avant d’étre transmises aux centres supra spinaux.
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Fibre C non peptidergique (lamina II) Fibre Ad nociceptive (lamina I-Ilo, V et X) Fibre A proprioceptive (lamina III-V)

Fibre C peptidergique (lamina I-1lo) Fibre Ad mécanique (lamina ITi-IIT)
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Figure 6 : Projection des fibres afférentes Ap, Ad et C dans la corne dorsale de la moelle épiniére.

Les fibres C non peptidergiques projettent dans la lamina II tandis que les fibres C non peptidergiques
projettent plus dorsalement vers la lamina I et II externe. Les fibres Ad nociceptives contactent les
laminae I, IT externe, V et X tandis que les fibres Ad mécaniques projettent vers les laminae II interne
et I1I. Enfin les fibres AP proprioceptives contactent les laminae [11a V.



Transmission des informations non nociceptives

Les collatérales des fibres AP projettent principalement dans les laminae III et IV et plus
rarement dans la lamina II interne. Certaines fibres A non nociceptives projettent plus dorsalement
dans les laminae II interne et III (Light et Perl, 1979; Brown, 1982) tandis que les fibres C non

nociceptives projettent dans la lamina II interne (Seal et al., 2009).
Transmission des informations nociceptives

Les fibres afférentes conduisant I’information nociceptive ont un motif de projection légérement
plus dorsal que les fibres conduisant 1’information non nociceptive. On retrouve ainsi les fibres A qui
projettent dans les laminae III a V (Light et Perl, 1979; Djouhri et Lawson, 2004; Duan et al., 2014)
tandis que les fibres Ad nociceptives projettent dans les laminae I, I externe et V. Les fibres C
nociceptives peptidergiques projettent principalement dans la lamina I et la lamina II externe (Millan,
1999; Basbaum et al., 2009) tandis que les fibres C non peptidergiques terminent dans la lamina II

interne (Zylka, 2005) (Figure 6).
Projection sur des types neuronaux spécifiques

Dans les laminae I et 11, il existe aussi un motif de connexion des fibres afférentes en fonction
des types cellulaires. Dans la lamina I par exemple, les neurones de projection regoivent des entrées de
fibres afférentes de type C (Ikeda et al., 2003; Lu et Perl, 2003) et Ad pour les neurones possédant des
récepteurs NK1 des neurokinines (Torsney, 2011; Peirs et al., 2015). Les interneurones de la lamina [
sont eux en grande partie contactés par des fibres afférentes de type C peptidergiques (Labrakakis et

MacDermott, 2003).

Environs deux tiers des neurones verticaux et radiaux regoivent des contacts monosynaptiques
de fibres Ad (Sandkiihler et al., 1997; Yasaka et al., 2007). Les fibres C contactent les quatre principaux
types neuronaux (ilot, central, vertical et radial) (Lu et Perl, 2003; Yasaka et al., 2007) et
particuliérement les interneurones en ilot qui ne regoivent que des contacts monosynaptiques a partir de

fibres C (Yasaka et al., 2007).

Les neurones des laminae I et Il recoivent principalement des entrées synaptiques provenant de

fibres C et Ad nociceptives et sont donc essentielles a 1’intégration et la modulation de ces informations.

3. Connectivité des neurones des laminae I a 111
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Figure 7: Représentation schématique simplifiée des principaux réseaux neuronaux
identifiés a ce jour au niveau des laminae I a III.

Les neurones en rouge sont excitateurs et utilisent le glutamate comme neurotransmetteur. Les
neurones en bleu sont inhibiteurs et utilisent le GABA et/ou la glycine comme neurotransmetteurs.
I1 est important de noter qu’a l'exception des neurones en ilots qui sont inhibiteurs, il n’existe pas
de corrélation certaine entre la morphologie et la nature neurochimique du neurone. Le motif de
projection des fibres afférentes glutamatergiques C, Ad et AP est représenté en noir. PN : Neurone
de projection ; V : Neurone vertical ; TrC : Neurone central avec un profil de décharge transitoire ;
116t : Neurone en ilot ; ToC : Neurone central avec un profil de décharge tonique ; SOM :
Interneurone positif a la somatostatine ; PKCy : Interneurone positif a la PKCy ; Gly : Intereurone
glycinergique ; PV : Interneurone positif a la parvalbumine . Modifié de Cordero-Erausquin et al.,
2016.



Les enregistrements de neurones en paires dans la CD ont grandement facilité 1’étude des
réseaux neuronaux. Plusieurs microcircuits ont ainsi pu étre identifiés dans les laminae I a I11, en grande

partie grace aux travaux de Lu, Perl et Zheng (Figure 7).

Dans la lamina II, Zheng et al. (2010) ont montré une connexion réciproque entre deux types
d’interneurones inhibiteurs dans la lamina II qui seraient des neurones en il6ts et des neurones centraux
avec un profil de décharge tonique. D’autres part, plusieurs connexions ont été mises en évidence dans
les laminae I et II. Ainsi il a ét¢ montré une connexion entre un neurone en 16t inhibiteur vers un neurone
central excitateur (avec un profil de décharge transitoire) (Lu et Perl, 2003). Il a par la suite été montré
que les neurones centraux excitateurs contactent les neurones verticaux localisés dans la lamina II
externe. Enfin ces neurones verticaux vont contacter un neurone de projection dans la lamina I (Lu et
Perl, 2005). A la bordure de la lamina II-III, les neurones PKCy/SOM" de nature excitatrice sont
contactés par des neurones PV '/glycine de nature inhibitrice. Il est d’ailleurs montré que la levée de
’inhibition ciblant les neurones PKCy/SOM" induit la transmission d’information non nociceptive
provenant de fibres A vers les couches superficielles (Miraucourt et al., 2007; Peirs et al., 2015;
Petitjean et al., 2015). Enfin les travaux de Santos ont mis en évidence que les neurones excitateurs de
la lamina II établissent des contacts synaptiques surtout au sein méme de la lamina II (76%) comparé a
la lamina I (14%) ou la lamina III (25%) (Santos et al., 2009). Pour plus de détails sur les
communications inter-laminaires en conditions physiologique ou pathologique : Cordero-Erausquin et

al. (2016); Peirs et Seal (2016).

4. Plasticité des réseaux neuronaux dans les cornes dorsales de la

moelle épiniere

Des phénomenes de plasticité synaptique et morphologique ont lieu dans les CDME et sont
généralement induits par la stimulation répétée et/ou soutenue des afférences primaires, comme par
exemple lors d’une inflammation ou d’une I€sion nerveuse périphérique. Différentes formes de plasticité
sont décrites et sont a I’origine de 1’apparition d’états d’hyperalgésie et d’allodynie. On note également

I’apparition de douleurs spontanées.

Les mécanismes de plasticité peuvent mener a une diminution de I’inhibition dans la ME et
seront décrits dans le chapitre II tandis que les mécanismes de plasticité mettant en jeu les récepteurs
NMDA seront abordés dans le chapitre I1I. Dans les deux cas, ces mécanismes facilitent la mise en place
et le maintien de la sensibilisation centrale. La sensibilisation centrale peut étre définie comme
I’augmentation de la réponse des neurones nociceptifs dans le SNC a leurs stimuli habituels. Elle peut

étre due a ’augmentation de 1’excitabilité membranaire et de 1’efficacité de la transmission synaptique.
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Une réduction de I’inhibition peut mener a un phénomeéne de désinhibition dans la ME, aussi impliqué
dans la sensibilisation centrale. La sensibilisation centrale est donc une manifestation de la plasticité du
systéme nerveux somatosensoriel en réponse a I’activité électrique (décharge de potentiels d’actions), a
une inflammation ou a une lésion nerveuse. Pour une revue détaillée sur la sensibilisation centrale :

Latremoliere et Woolf (2009).

5. Les cellules gliales dans le systeme nociceptif spinal

5.1 Role physiologique

Les cellules gliales représentent plus de la moitié des cellules dans le SNC. Elles ont longtemps
été considérées comme cellules de soutien et de protection pour les neurones, avec pour fonctions
principales de maintenir I’homéostasie ionique, du pH extracellulaire et de fournir aux neurones les
substrats métaboliques (glutamine) (Araque et al., 1999; Nedergaard et al., 2003). Au cours des vingt
derniéres années, il a été montré que ces cellules sont aussi capables de moduler la neurotransmission

(Verkhratsky et al., 2011).

Dans les CDME on retrouve des cellules gliales qui sont des astrocytes ou des cellules
microgliales dans la substance grise et des oligodendrocytes dans la substance blanche. Les cellules
microgliales et les astrocytes ont un role dans le développement d’états douloureux bien détaillés par
rapport aux oligodendrocytes. Un intérét particulier sera donc porté a la microglie et aux astrocytes. Ces
cellules expriment a leur surface de nombreux récepteurs aux neurotransmetteurs et neuromodulateurs
(Watkins et al., 2005; Verkhratsky et Nedergaard, 2018). Parmi les récepteurs exprimés, on retrouve par
exemple les récepteurs P2Y, P2X (Watkins et al., 2005), les récepteurs GABA A (Maldonado et al., 2011)
les récepteurs NMDA (chez le rat nouveau-né) (Verkhratsky et Chvatal, 2019). Les astrocytes possédent
des prolongements entourant les ¢lément pré et postsynaptiques de la synapse et peuvent détecter les
neurotransmetteurs dans la fente synaptique grace a leurs récepteurs. En réponse a 1’activité synaptique,
les astrocytes peuvent libérer des gliotransmetteurs qui vont alors agir sur des neurones ou des cellules
gliales voisines. Dans le SNC, il est par exemple connu que les astrocytes modulent la transmission
synaptique glutamatergique et GABAergique notamment par la libération de gliotransmetteurs tels que
le GABA en réponse a ’activité synaptique ou le glutamate, 1’adénosine triphosphate (ATP) ou la D-
sérine (Kang et al., 1998; Panatier et al., 2006; Miraucourt et al., 2011; Bazargani et Attwell, 2016;
Verkhratsky et Chvatal, 2019). Leur role dans le soutien des neurones et dans la gliotransmision confére

un role important aux cellules gliales des CMDE dans le systéme nociceptif (Foley et al., 2011).
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Figure 8 : Représentation des interactions entre neurone et cellules gliales suite a une lésion
nerveuse périphérique.

L’augmentation d’activité au sein du réseau spinal suite a une lésion nerveuse induit la libération de
facteurs favorisant 1’activation des cellules microgliales. Parmi les facteurs libérés par les afférences
primaires on retrouve I’ATP, des chémokines (CCL2, CCL21, CX3CL1), la neurogiline 1 (NRG1) et
le CRGP qui vont activer respectivement les récepteurs de I’ATP (P2X4, P2X7, P2Y6, P2Y12), les
récepteurs des chémokines (CX3CR1 et CCR2), de la neuroligine (ErB2). Cela induit la
phosphorylation de p38 et ERK dans la microglie, induisant la production et libération de cytokines
pro inflammatoire (TNF-a, IL-1B, IL-18) et du BDNF qui participe au développement d'un état de
sensibilisation dans le réseau spinal.

Les astrocytes peuvent étre activés par le TNF-a et I’IL-18 libérés par la microglie ou par le bFGF
libérés par d’autres astrocytes. La phosphorylation de JNK et ERK qui en résulte induit la production
et libération de chémokines (CCL2), de cytokines (IL-1B) ainsi que d’ATP et de glutamate (suite a
I’activation des connexines Cx43 et PNX1) participant aussi a la sensibilisation centrale.

Enfin, la diminution d’expression astrocytaire du transporteur membranaire du glutamate (GLT-1)
conduit a une augmentation de la concentration extracellulaire de glutamate. Cette augmentation de
glutamate peut induire le recrutement de récepteurs NMDA normalement non activés. D’apres Ji et al.,
2013.



5.2 Role dans la plasticité du systéme nociceptif spinal

La microglie

Les microglies ainsi que les astrocytes sont en général sous formes quiescentes, cependant dans
certains cas pathologiques tels qu’une Iésion nerveuse ou une inflammation, celles-ci vont entrer dans
un état dit « activé » qui est accompagné de modifications morphologiques et fonctionnelles (Tsuda et
al., 2005; Watkins et al., 2005). En seulement quelques heures aprés une 1€sion nerveuse, la microglie
activée prolifére et s’accumule au niveau des fibres 1ésées (Aldskogius et Kozlova, 1998). L’activation
microgliale peut étre due a I’action de nombreuses molécules qui vont se lier sur les récepteurs exprimés
par ces cellules gliales (Figure 8). On retrouve parmi ces molécules, I’ATP qui se lie sur les récepteurs
P2X (Tsuda et al., 2003; Chessell et al., 2005; Haynes et al., 2006), le monoxyde d’azote (NO), les
prostaglandines, les chimiokines (chemokine ligand 2 ou CCL2, la fractalkine ou CX3CL1) et la
neureguline 1 (NRG1). L’activation de ces récepteurs induit la phosphorylation des protéines kinases
p38 et ERK induisant une production et libération de cytokines (interleukine 1-3, le facteur de nécrose
tumorale ou TNF-a), de prostaglandines (prostaglandine E;) et du facteur neurotrophique issu du
cerveau (BDNF) qui vont participer a la sensibilisation centrale (De Leo et al., 2006). Il a aussi été
montré que l’injection intrathécale de microglies activées peut reproduire 1’allodynie mécanique
observés apres une 1ésion nerveuse (Coull et al., 2005) montrant le réle important de ces cellules dans
la mise en place de la sensibilisation centrale. Un des mécanismes dans lequel ces cellules sont
impliquées est le changement du gradient des ions chlorure qui est détaillé dans le chapitre II (Coull et

al., 2003; Coull et al., 2005).
Les astrocytes

Les astrocytes sont impliqués dans le maintien de la sensibilisation centrale plutot que dans son
initiation (Scholz et Woolf, 2007; Ji et al., 2014). Leur activation est moins rapide que celle de la
microglie mais persiste plusieurs mois. L’activation des astrocytes peut étre induite par des molécules
libérées par la microglie telles que le facteur de nécrose tumorale TNF-a et I’interleukine 18 ou par
d’autres astrocytes via I’action du bFGF par exemple (« basic fibroblast growth factor ») (Ji et al., 2007).
L’activation des récepteurs de ces molécules informatives induit la phosphorylation des kinases c-Jun
N-terminale (JNK) et ERK, qui stimulent la libération d’ATP, de glutamate, de D-sérine, de chimiokines
(CCL2) et d’interleukines (interleukine-1f, interleukine-6, interleukine-1) (Figure 8) qui vont aussi
faciliter la sensibilisation centrale. La localisation accolée aux synapses des astrocytes leur permet de
moduler efficacement la transmission synaptique. En condition pathologique, les astrocytes activés
recapturent moins efficacement le glutamate au niveau de synapses excitatrices du fait d’une réduction
de I’expression des transporteurs du glutamate (GLT-1) a leurs membranes (Rothstein et al., 1996; Sung

et al., 2003; Inquimbert et al., 2012). Cela induit une augmentation de la concentration de glutamate
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ambiant qui pourrait activer des récepteurs NMDA normalement silencieux et mener a des phénomeénes

d’excitotoxicité.

Les cellules gliales ont donc un role important dans le fonctionnement du systeme nociceptif spinal et

dans le développement et maintien des états douloureux chroniques (Ji et al., 2014; Nam et al., 2016).

6. Communication avec les structures supra-spinales

6.1 Les voies de sortie de I’information

Les neurones de projection permettent la transmission de I’information de la ME vers les centres
supra spinaux. Ces neurones (< 10% des neurones de la CD) se trouvent dans les laminae I, Il et V
principalement et leurs axones se regroupent dans la substance blanche pour former les faisceaux
ascendants. Les principaux faisceaux ascendants sont briévement décrits ci-dessous. Pour une revue

détaillée voir : Millan (1999).

Le faisceau spino-cérébelleux permet la transmission vers le cervelet des informations
proprioceptives inconscientes provenant des muscles et articulations. Ces informations participent au

controle de la posture.

La voie des cordons dorsaux permet de véhiculer les informations cutanées tactiles et les
informations proprioceptives conscientes provenant des muscles et des articulations. Ces informations
sont acheminées indirectement vers plusieurs structures dont le tronc cérébral, le thalamus et le cortex

somesthésique primaire.

Les faisceaux spino-thalamique et spino-réticulé véhiculent les informations nociceptives et
thermiques a destination du thalamus et de la formation réticulée respectivement. Les fibres de ces

faisceaux remontent par la voie antérolatérale.

Le faisceau projetant vers le mésencéphale (voie spino-mésencéphalique) véhicule aussi des
informations nociceptives et passe par le faisceau ventrolatéral apres avoir croisé la ligne médiane de la
commissure grise postérieure. Ces axones projettent aussi dans le tronc cérébral vers la substance grise
périaqueducale et D’aire parabrachiale. L’aire parabrachiale permet ensuite la transmission de

I’information a I’amygdale et a ’hypothalamus (Keay et al., 1997; Millan, 1999).

Parmi les structures ciblées, certaines sont associées a la composante sensori-discriminative, qui
permet de détecter la modalité des stimuli nociceptifs ainsi que leur localisation, leur durée et leur
intensité. C’est notamment le cas des cortex somatosensoriels primaire et secondaire. D’autres structures

comme le girus cingulaire antérieur ou le cortex insulaire sont impliquées dans la composante cognitive
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et affective de la douleur qui concerne le lien entre la douleur et I’humeur, I’attention, la mémorisation

de I’expérience ou 1’aspect émotionnel.

6.2 Les controles descendants

Les centres supra-spinaux peuvent moduler le traitement de I’information dans la ME par
I’intermédiaire de projections descendantes. Ces contréles de natures neurochimiques variées peuvent
faciliter ou inhiber la transmission du message nociceptif spinal en agissant sur les terminaisons des
fibres afférentes, sur les neurones de projection et sur les interneurones excitateurs ou inhibiteurs et
enfin sur d’autres contréles descendants. Ces contréles peuvent €tre directs ou indirects mais empruntent
toujours les faisceaux dorsolatéraux ou ventrolatéraux pour rejoindre la ME (Millan, 2002). 11 est
intéressant de noter que les controles descendants peuvent contacter les cellules gliales dans les CD
(Tsuda et al., 2017), ces cellules ont donc vraisemblablement aussi un réle dans la transmission

d’informations provenant des structures supra spinales au réseau nociceptif spinal.

Les controles monoaminergiques (noradrénaline, dopamine, sérotonine) proviennent du tronc
cérébral et de I’hypothalamus et innervent les couches superficielles de la ME. Ils facilitent ou bloquent
la transmission du message nociceptif selon le récepteur exprimé au niveau spinal. Les contrdles
sérotoninergiques qui arrivent de la formation réticulée ventromédiane et du noyau du raphé Magnus
inhibent en général ’activité des neurones dans la ME. Les contréles noradrénergiques du locus

coeruleus inhibent I’activité des neurones dans les laminae I, II, V et X.

D’autres neurotransmetteurs et neuropeptides sont impliqués dans les contrdles descendants tels
que I’histamine (noyau tubéromammillaire), la mélanocortine (noyau arqué), la cholécystokinine et la
substance P (substance grise periaqueductale) qui ont une action pro-nociceptive, alors que la
vasopressine (noyau paraventriculaire) et la f endorphine (noyau arqué) ont une action anti-nociceptive.

Pour une revue détaillée des voies ascendantes et contrdles descendants : Millan (1999, 2002).

29



Terminais on mixte
GABA/Glycine

Terminaison GAB Aergique Terminaison glycinergique

Glut Sérine

GAD65/67\’

&

Glycine

@ GlyT2

Glycine

Glycine
GlyT2

Glycine

Figure 9 : Représentation schématique des trois types de terminaisons synaptiques inhibitrices

Le transporteur vésiculaire VIAAT est présent dans les trois types de terminaisons inhibitrices et permet le
transport de GABA et glycine dans les vésicules. La concentration cytoplasmique de GABA et/ou glycine
détermine le contenu des vésicules. Les concentrations sont déterminées par la présence d’une des enzymes
de synthése du GABA (GAD65/GAD67), des transporteurs membranaires du GABA (GAT) et de la glycine
(GlyT). La terminaison GABAergique exprime la GAD et le GAT tandis que la terminaison glycinergique
exprime GlyT. Les terminaisons mixtes GABA/Glycine coexpriment la GAD, GAT et GlyT. Modifi¢ de
Zeilhofer et al., 2012.



Seconde partie :
La transmission synaptique inhibitrice dans la corne

dorsale.

L’inhibition synaptique dans la ME met en jeu deux neurotransmetteurs, le GABA et la glycine.
Le GABA se fixe sur les récepteurs ionotropes GABAA/ GABAC( et sur les récepteurs métabotropes
GABAg tandis que la glycine se lie au récepteur ionotrope de la glycine. Cependant, la transmission
inhibitrice rapide a laquelle nous nous sommes intéressés implique les récepteurs GABA4 et glycine.
Par conséquent, nous limiterons notre introduction a ces deux types de récepteurs canaux. Les récepteurs
GABA, et glycine sont perméables aux ions chlorures (CI") et aux ions bicarbonates (HCO3"), leur
activation chez 1’adulte induit ’entrée de CI” et ’hyperpolarisation de la membrane des neurones,

réduisant ainsi 1’excitabilité des cellules.

1. Caractéristique de la transmission synaptique inhibitrice rapide

1.1 Les trois types de transmission inhibitrice

Trois types de transmission inhibitrice coexistent dans les CDME. La nature de la transmission
synaptique inhibitrice est déterminée par la présence ou I’absence au niveau des terminaisons, (1) de la
glutamate décarboxylase (GAD) qui permet la synthése du GABA et (2) des transporteurs membranaires
du GABA (GAT) ou de la glycine (GlyT) (Figure 9).

La transmission GABAergique requiert 1’expression aux terminaisons nerveuses de la GAD ainsi que
I’expression du transporteur membranaire GAT. La présence de transporteurs vésiculaires des acides
aminés inhibiteurs (VIAATS) et I’absence de GlyT sont des conditions pour définir une transmission

exclusivement GABAergique.

La transmission glycinergique implique I’expression de GlyT et de VIAAT ainsi que ’absence de
GAD aux terminaisons synaptiques (Aubrey et al., 2007). Ainsi, les vésicules libérées par ces

terminaisons contiennent seulement de la glycine.

La transmission mixte GABA/glycine nécessite 1’expression d’une GAD, d’un GlyT et de VIAAT.
Les vésicules libérées par ces terminaisons contiennent ainsi du GABA et de la glycine (Jonas et al.,

1998).
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Figure 10 : Structure des récepteurs GABA, et glycine et diversité des sous-unités.

(A) Les sous unités des récepteurs GABAAx et glycine contiennent quatre domaines transmembranaires
hydrophobes, une grande extrémité N-terminale, une extrémité carboxyle et une boucle intracellulaire
importante dans les phénomeénes de modulation du récepteur. Le récepteur fonctionnel est constitué de cing
sous-unités et posséde un pore perméable aux anions ClI- et HCO; qui est formé par les domaines
transmembranaires 2. D’aprés Moss et Smart., 2001. (B) La composition en sous-unité la plus
fréquemment retrouvée dans le SNC pour le récepteur GABA4 est : 2a : 2B : 1y. Pour le récepteur a la
glycine, la composition la plus fréquente est : 3a : 2. BZs : Benzodiazépines.



1.2 Synthése, stockage et recapture du GABA et de la glycine

Le GABA est synthétisé dans les neurones a partir du glutamate par I’action de la GAD. Il existe
deux isoformes de la GAD qui sont présentes dans la plupart des interneurones inhibiteurs de la ME
(Mackie et al., 2003) a partir du 11°™ jour de vie embryonnaire (Somogyi et al., 1995). La GAD65
codée par le géne Gad2 est localisée dans le compartiment axonal tandis que la GAD67 codée par le
géne Gadl est localisée dans le compartiment somato-dendritique. Le GABA est transporté dans les
vésicules de stockage présynaptique par les VIAATs (Sagné et al.,, 1997). Les VIAATSs sont des
transporteurs permettant I’entrée de GABA et/ou glycine dans les vésicules contre la sortie d’un proton
(eux-mémes chargés dans les vésicules par 1’activité d’'une ATPase pompe a protons). Suite a la
libération synaptique, le GABA peut étre recapturé par quatre transporteurs membranaires a haute
affinité (GATI1-4) et un a plus faible affinité (le transporteur betaine/GABA). Pour revue : Borden
(1996). Les transporteurs GAT1 et 4 sont principalement localisés sur les terminaisons présynaptiques
des neurones tandis que GAT2 et 3 se retrouvent surtout sur les cellules gliales. Ce sont des symports

impliquant 2Na'/1CI'/1GABA (Gadea et Lopez-Colomé, 2001).

La glycine est un acide aminé ubiquitaire synthétisé a partir de la sérine. Si la glycine est
présente dans tous les neurones, elle doit cependant étre concentrée dans le cytosol pour étre chargée
par I’action des VIAATS dans les vésicules. En effet les VIAATSs ont une affinité plus faible pour la
glycine que pour le GABA (Mclntire et al., 1997). Cette accumulation de glycine dans le cytosol est
possible grace aux transporteurs membranaires GlyT1 (a-c) et GlyT2 (a-b) codés par les genes GlyT1 et
GlyT2. La steechiométrie de GlyT1 et GlyT2 est de 2Na'/1Cl/l1glycine et 3Na'/1Cl/1glycine
respectivement (Roux et Supplisson, 2000). Ces deux transporteurs sont retrouvés dans la ME (Zafra et
al., 1995) et d’autres régions ou la transmission glycinergique est abondante (Luque et al., 1995). D’une
maniere générale, GlyT2 a principalement une localisation neuronale et est exprimé aux terminaisons
glycinergiques tandis que GlyT1 peut aussi étre localisé sur la glie (Adams et al., 1995; Zafra et al.,
1995). Dans la ME, le GlyT1 neuronal est exprimé aux synapses glutamatergiques (Cubelos et al., 2005)
ou il pourrait réguler la concentration de glycine et ainsi moduler 1’activité des récepteurs NMDA dont
un des deux principaux co-agonistes est la glycine. Dans la ME, par des approches pharmacologiques
sur la lamina X de rat, le blocage de GlyT1 et GlyT2 montre que les deux transporteurs modulent la
phase de déactivation des courants postsynaptiques inhibiteurs évoqués et facilitent I’activation des
récepteurs NMDA (Bradaia et al., 2004). Enfin, il est intéressant de noter que si GlyT2 transporte
toujours la glycine vers le compartiment intracellulaire, GlyT1 peut en revanche libérer de la glycine
dans certaines conditions (Roux et Supplisson, 2000). I est donc envisageable que GlyT1 puisse libérer

de la glycine permettant I’activation des récepteurs NMDA.
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Figure 11 : Distribution des neurones GABAergiques et glycinergiques dans la CDME.

(A) Section transversale d’un segment lombaire de ME de souris. La toxine cholérique a été utilisée
pour marquer les terminaisons des fibres myélinisées et les motoneurones. (B) Distribution des
neurones GABAergiques visualisée par I’expression de EGFP sous le contréle du promoteur
GADG67. D'aprés Tamamaki et al., 2003. (C) Distribution des neurones glycinergiques visualisée
via D’expression de EGFP sous le contréle du promoteur GlyT2. D'aprés Zeilhofer et al., 2005.
Ces données, obtenues par immunohistochimie, permettent de noter une distribution des neurones
GADG67::EGFP principalement dans les laminae superficielles tandis que les neurones
GlyT2::EGFP sont retrouvés dans les laminae plus profondes de la corne dorsale.



1.3 Les récepteurs GABAA et glycine

Les récepteurs GABAA4 et glycine font partie de la famille des canaux « cys loop ». Ces deux
types de récepteurs sont des pentameres perméables aux ions Cl” et HCO3™ qui se distinguent par leur
composition en sous-unités formées chacune de quatre segments transmembranaires (M1 a M4) et par

une large extrémité N-terminale contenant un pont disulfure (Karlin et Akabas, 1995).

1.3.1 Le récepteur GABAA

Structure et sous-unités

Ce récepteur, purifié en 1987, est composé de 5 sous-unités parmi les 19 existantes : al1-6 ; f1-
3;v1-3,0,¢,m 0etpl-3 (Olsen et Sieghart, 2008). La steechiométrie la plus fréquemment retrouvée du
récepteur GABA, est de 2 sous-unités o, 23 et une y (Moss et Smart, 2001) (Figure 10). Ces récepteurs
assemblés en forme de roue sont en général localisés en face des boutons GABAergiques pour permettre

leur activation lors de la libération de GABA.
Expression des sous-unités

11 existe un motif d’expression particulier des sous-unités du récepteur GABA4 dans la ME chez
le rat adulte (Tamamaki et al., 2003) (Figure 11). Par une approche immunohistochimique, il a été
montré que a3, f2/3 et y2 sont largement distribuées dans la CD. La sous-unité a2 est abondante dans
les laminae superficielles dont la lamina II tandis que les sous-unités al et 5 sont exprimées dans les
laminae plus profondes (III-VIII) (Bohlhalter et al., 1996). Le méme motif de distribution est retrouvé
chez la souris adulte (Knabl et al., 2008) (Figure 12).

Pharmacologie du récepteur

La liaison du GABA a lieu a la jonction des sous-unités a et 3, ce qui définit deux sites de
liaisons sur un récepteur GABA4 classique. Ce site reconnait aussi des agonistes spécifiques des
récepteurs GABA 4 comme le muscimol et I’isoguvacine ainsi que des antagonistes compétitifs comme
la bicuculline et la gabazine (SR95531). La bicuculline est I’antagoniste des récepteurs GABA4 le plus
utilisé et permet de bloquer tous les récepteurs GABAAa, a I’exception de ceux contenant la sous-unité p
(Druzin et al., 2004). Les récepteurs GABAA posseédent aussi des sites de fixation pour des modulateurs
allostériques permettant ainsi de modifier I’effet du GABA. Les benzodiazépines, par exemple, ont un
site d’action localisé a I’interface des sous-unités a et y et induisent en général une potentialisation des
courants GABA, en facilitant I’ouverture du canal. Cet effet est di a une augmentation de I’affinité du

GABA pour son récepteur au niveau d’un site de liaison au GABA (Twyman et al., 1989). La fixation
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Figure 12 : Distribution laminaires des sous-unités des récepteurs GABA4 et de la glycine.

(A) Section coronal d’un segment lombaire de ME de souris. La toxine cholérique a été utilisée pour
marquer les terminaisons des fibres myélinisées et les motoneurones. (B) Distribution des sous-unités a du
récepteur GABAA. Jaune : Forte densité ; Bleue : Faible densité. D'apres Zeilhofer et al., 2012. Ces
données, obtenues par immunohistochimie, permettent de noter que les sous-unités al et a5 sont
exprimées plus fortement dans les laminae III-VIII. Les sous-unités o2 et a3 sont principalement
exprimées dans les laminae superficielles et la sous-unité a4 n'est pas détecté. (C) Distribution des sous-
unités al et a3 des récepteurs de la glycine dans la CD. Contre marquage avec la CGRP qui marque la
lamina II externe. D’aprés Harvey et al., 2004. Ces données, obtenues par immunohistochimie, permettent
de noter que les sous-unités a3 sont concentrées dans les laminae superficielles de la corne dorsale tandis
que les sous-unités al se retrouvet dans les laminae plus profondes.



de benzodiazépines aux récepteurs GABA 4 est responsable des effets anxiolytiques, antiépileptiques et
hypnotiques de ces modulateurs (Macdonald et Olsen, 1994). On trouve d’autres modulateurs
allostériques positifs comme les barbituriques ou 1’alcool qui ont des effets sédatifs et anesthésiques,
leur sites d’action sont distincts de celui des benzodiazépines (MacDonald et al., 1989; Sanna et al.,
2004). L’activité des récepteurs GABA, est aussi modulée par la phosphorylation. La phosphorylation
par les protéines kinases A et C induit une diminution de I’amplitudes des réponses des récepteurs
GABAA. Enfin d’autres modulateurs comme les neurostéroides se lient comme le GABA a I’interface
des sous-unités o et B mais sur des sites différents. Les neurostéroides modulent positivement les
récepteurs GABA4 dans les couches superficielles de la ME pendant la période post-natale ou suite a

une inflammation (Poisbeau et al., 2005; Inquimbert et al., 2007, 2008).

1.3.2 Le récepteur de la glycine

Structure et sous-unités

Ce récepteur a été purifié en 1981 grace a la liaison de son antagoniste sélectif, la strychnine
(Pfeiffer et Betz, 1981; Pfeiffer et al., 1982). Il existe quatre sous-unités a (1-4) et une B actuellement
connues. Ces récepteurs sont généralement organisés en hétéromeres composés de trois sous-unités a et
deux B ou deux a et trois § (Langosch et al., 1988) bien que des récepteurs homomériques o aient aussi
¢été décrits (Grudzinska et al., 2005) (Figure 10). Les sous-unités a et B sont impliquées dans la liaison
de la glycine et de la strychnine et la sous-unité 3 dans I’ancrage a la membrane grace a I’interaction

avec la géphyrine (Pfeiffer et al., 1982; Lynch, 2004).
Expression des sous-unités

Dans les CD de souris adultes, la sous-unité du récepteur de la glycine a3 est concentrée dans
les laminae superficielles tandis que al et f sont largement distribuées dans les différentes couches de

la CD. La sous-unité a2 est peu exprimée (Harvey et al., 2004; Zeilhofer et al., 2005) (Figure 11 et 12).
Pharmacologie du récepteur

La glycine est 1’agoniste des récepteurs de la glycine le plus puissant suivi de la f-alanine et de
la taurine qui peuvent étre libérées par les cellules gliales (Rajendra et al., 1995). L’antagoniste s¢lectif
le plus puissant connu actuellement est la strychnine. Il existe différents modulateurs des récepteurs de
la glycine. Pour revue : Legendre (2001). On peut citer le zinc, qui a faible concentration (20nM-10uM),
augmente les courants évoqués par 1’application de glycine et qui, a des concentrations supérieures a
10uM, a un effet inhibiteur (Bloomenthal et al., 1994). Enfin, comme pour les récepteurs GABA4, des
phosphorylations sur les sites intracellulaires induites par 1’action de la protéine kinase C (PKC) ou A

(PKA) peuvent moduler les courants glycinergiques (Legendre, 2001).
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Figure 13 : Schéma du controle du portillon (Gate-control theory of pain) de Melzack et Wall.

Dans ce modele, les auteurs proposaient que les interneurones inhibiteurs (en bleu) situés dans la
lamina II controlent le relai des informations nociceptives et non nociceptives provenant de la
périphérie vers les centres supraspinaux. Selon ce schéma, 1’activité des fibres de large diametre non
nociceptives permet d’activer des interneurones inhibiteurs. Cela résulte en une inhibition des fibres
sensorielles primaires et bloque la transmission d’informations a destination du neurone de projection
(en rouge). A I’inverse si les interneurones inhibiteurs ne sont pas activés par les fibres de large
diamétre, 1’information nociceptive sera transmise librement par les fibres de petits diamétres aux
neurones de projection puis aux centres supraspinaux. Modifié de Melzack et Wall., 1965.



2. Role de la transmission synaptique inhibitrice dans le systéme

nociceptif au sein des cornes dorsales

En 1965, Melzack et Wall proposaient une théorie appelée « Gate control theory of pain » dans
laquelle I’inhibition synaptique joue un rdle clef dans le traitement de 1’information nociceptive
(Melzack et Wall, 1965). Dans leur modeéle, les auteurs proposent que les informations acheminées par
les fibres afférentes nociceptives et non nociceptives modulent différemment 1’activité d’interneurones
inhibiteurs locaux qui contrdlent par la suite le relais des informations vers les centres supraspinaux
(Figure 13). L’importance de la transmission synaptique inhibitrice dans le contréle de la transmission
des informations nociceptives vers les centres supraspinaux fut plus tard confirmée notamment par

I’utilisation d’agonistes ou d’antagonistes spécifiques des récepteurs GABA4 et de la glycine.

2.1 Modulation pharmacologique de la transmission synaptique inhibitrice

Plusieurs études basées sur I’injection intrathécale d’antagonistes ou d’agonistes spécifiques des
récepteurs GABAA et glycine ont permis d’évaluer I'importance de la transmission synaptique

GABAergique et glycinergique dans la ME, sur le comportement douloureux d’animaux éveillés.
Inhibition de la transmission glycinergique

Ainsi, il a été montré chez le rat que I’injection intrathécale de strychnine induit du prurit, des
automutilations et un comportement de toilettage accentué (Beyer et al., 1985). 1l a aussi été mis en
¢évidence chez le rat, suite a I’injection intrathécale de strychnine, le développement d’une allodynie
mécanique (Beyer et al., 1985; Yaksh, 1989) ainsi qu’une hyperalgésie thermique au chaud (Yamamoto
et Yaksh, 1993). Par la suite, I’ablation ou le « silencing » des neurones glycinergiques chez la souris et
le rat a permis de confirmer leur role dans le développement de ces symptdmes et de montrer que leur
activation a un effet anti-nociceptif (Lu et al., 2013; Foster et al., 2015; Petitjean et al., 2015). Enfin, au
niveau de la racine spinale du trijumeau, la réduction de la transmission glycinergique chez le rat induit
I’augmentation de la fréquence de décharge des neurones nociceptifs dans la lamina I, ces derniers

devenant de plus sensibles a des stimuli non nociceptifs (Miraucourt et al., 2007).
Inhibition de la transmission GABAergique

De fagon similaire, I’injection intrathécale de bicuculline ou de picrotoxine (un antagoniste des
récepteurs GABA,) induit aussi une hypersensibilité douloureuse avec par exemple des vocalisations

en réponse a des stimuli mécaniques non nociceptifs et la diminution des seuils de retrait de la queue
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suite a des stimulations électriques de la queue (Yaksh, 1989). Récemment, il a été montré que
I’inhibition spécifique de neurones inhibiteurs localisés dans les laminae profondes (II1 & V) et exprimant
le récepteur a la tyrosine kinase induit des douleurs aigués chez la souris (Cui et al., 2016). Les auteurs
montrent de plus que ces neurones inhibiteurs inhibent en condition normal les neurones excitateurs
positifs aux marqueurs neurochimiques PKCy et somatostatine. Le blocage de ces neurones inhibiteurs
permettrait donc aux informations non-nociceptives d’entrer dans le réseau de traitement de
I’information nociceptive et d’induire le développement d’hyperalgésie et d’allodynie. A I’inverse, la
stimulation de ces neurones inhibiteurs exprimant le récepteur a la tyrosine kinase réduit le seuil de
détection des stimulations nociceptives normale et attenue les douleurs chroniques (Cui et al., 2016).
Enfin, il est intéressant de noter que sur des tranches aigués de ME de rat neuropathique (SNI), la
perfusion de bicuculline n’induit pas autant d’effet que chez un animal sain. Cela laisse penser que la

transmission inhibitrice est déja modulée négativement dans ce modéle (Baba et al., 2003).
Facilitation de la transmission GABAergique et glycinergique

A Tl’inverse d’un blocage, qui induit I’apparition de symptomes douloureux, la facilitation de
I’activation des récepteurs GABA,4 et glycine dans la ME par injection de benzodiazépines (diazepam
ou midalozam) rétablit une détection des stimulations nociceptives normale chez le rat et la souris
(Kontinen et Dickenson, 2000; Knabl et al., 2008). De méme, le traitement avec des agonistes des

récepteurs GABA, a des effets anti-hyperalgésiques (Novak et al., 2001).
Données fonctionnelles et d’imagerie

Ces observations comportementales sont cohérentes avec des données d’immunohistochimie
obtenue chez le rat. Le marquage de la protéine c-Fos, utilisée comme marqueur d’activation neuronale,
a permis de déterminer la distribution des neurones inhibés de fagon tonique dans la ME de rat sain
(Cronin et al., 2004). Les auteurs ont administré de la strychnine par voie intraveineuse chez des rats
anesthésiés et ont observé une augmentation du marquage c-Fos dans les noyaux des neurones des
laminae profondes. Cela semble indiquer que les neurones glycinergiques inhibent habituellement de
fagon tonique les neurones de ces laminae. Quand les auteurs ont administré de la picrotoxine par voie
intraveineuse, ils ont observé une augmentation du marquage c-Fos dans les noyaux des neurones
distribués a I’ensemble de la CD (lamina [-VI). Cela indique que les neurones GABAergiques exercent
un contréle inhibiteur important dans I’ensemble des CD en conditions physiologiques (Cronin et al.,
2004). Ces résultats montrent qu’il existe une augmentation de 1’activité du réseau en absence de

contrdle inhibiteur.

Enfin, des données fonctionnelles obtenues chez le rat par des enregistrements
¢électrophysiologiques in vivo ont montré que I’injection intrathécale de strychnine ou bicuculline, pour
inhiber les récepteurs GABAA et glycine, rend les motoneurones plus facilement activables mais aussi

plus sensibles a des stimulations non nociceptives (Sivilotti et Woolf, 1994). Les auteurs ont montré que
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Tableau 1 : Les quatre principales fonctions de I’inhibition dans le systéme nociceptif.
D’apres Sandkiihler., 2009



la bicuculline induit, dans la lamina II, I’apparition de longues réponses polysynaptiques suite a
I’activation de fibres AP, Ad et C. IIs montrent aussi que ces réponses polysynaptiques sont bloquées
par l'acide 2-amino-5-phosphonovalérique (AP5) ou la kétamine et sont donc dépendantes de

I’activation des récepteurs NMDA.

La suppression de la transmission inhibitrice GABAergique ou glycinergique meéne donc au
développement de symptomes associés aux douleurs chroniques tels que I’allodynie mécanique et
I’hyperalgésie thermique au chaud. Cela suggere que la modification de la transmission synaptique

inhibitrice joue un role important dans le développement et maintien des douleurs chroniques.

2.2 Les fonctions de la transmission synaptique inhibitrice dans le systéme nociceptif au

seins des cornes dorsales

Virtuellement tous les neurones de la ME recoivent des entrées GABAergiques et une partie
d’entre eux recoit aussi des entrées glycinergiques, qui proviennent d’interneurones inhibiteurs locaux
principalement et de controles descendants. La plupart des axones GABAergiques et glycinergiques
forment des synapses axo-dendritiques ou axo-somatiques et permettent ainsi 1’inhibition
postsynaptique GABAergique. Il existe aussi des axones formant des contacts axo-axoniques sur les
terminaisons des afférences primaires, responsables de 1’inhibition présynaptique GABAergique. On
peut distinguer quatre fonctions principales de la transmission inhibitrice rapide dans le traitement de

I’information nociceptive (Sandkiihler, 2009) (Tableau 1).
Atténuer information nociceptive

Cette fonction inclut I’inhibition glycinergique de 1’¢lément postsynaptique et GABAergique
qui peut étre au niveau de 1’¢lément pré ou postsynaptique. Dans la ME, I’inhibition synaptique a lieu
aux terminaisons des afférences primaires, sur les interneurones excitateurs et sur les neurones de
projection. La perte de cette fonction peut mener au développement d’hyperalgésies ou d’allodynies
mécaniques et thermiques chez I’animal. I est par exemple montré in vivo que le blocage des récepteurs
GABAA et glycine spinaux induit ’augmentation de la réponse des neurones a des stimuli nociceptifs

chez le chat et le rat (Zieglginsberger et Sutor, 1983; Saadé et al., 1985).

Sur les terminaisons des afférences primaires, 1’activation des récepteurs GABAA méne a un
phénomene particulier ou [’ouverture de ces canaux induit une dépolarisation plutot que
I’hyperpolarisation observée dans les neurones du SNC chez I’animal adulte. Ce phénomene appelé
dépolarisation des afférences primaires (primary afferent depolarization) est di au fait que les fibres
afférentes expriment le transporteur Na'/K"/Cl” appelé NKCC1 tandis que le co-transporteur potassium-

chlorure (KCC2) n’est pas retrouvé (Kanaka et al., 2001). Le NKCC1 charge le milieu intracellulaire en
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ions CI et le KCC2 peu présent, ne permet pas de maintenir une concentration d’ions CI intracellulaire
faible. L’ activation des récepteurs GABA induit donc la sortie d’ions CI” du neurone et par conséquent
une dépolarisation de la membrane des neurones. De fagon intéressante, ce mécanisme bloque la
libération de neurotransmetteur évoquée par un potentiel d’action et plusieurs théories permettent
d’expliquer ce phénomeéne (Kullmann et al., 2005). La dépolarisation des afférences primaires pourrait
mener & une inactivation des canaux calcium voltage-dépendants et réduire ainsi ’influx de Ca*"
présynaptique et par conséquent la libération de neurotransmetteur. Cela pourrait aussi bloquer la

propagation du potentiel d’action par un effet de shunt de la résistance membranaire.
Inhiber les circuits nociceptifs

En I’absence de stimuli nociceptifs chez le chat, les neurones traitant I’information nociceptive
ont une activité spontanée faible (Cervero et al., 1976; Iggo et al., 1988) tandis que les neurones traitants
les informations non nociceptives ont une activité plus variable (Handwerker et al., 1975; Cervero et al.,
1976). Cela est dG a une inhibition tonique des neurones traitants 1’information nociceptive. En effet,
lorsque les récepteurs GABA, et glycine dans la ME sont bloqués, il est observé chez le rat une
augmentation de ’activité spontanée des neurones, qui peuvent commencer a émettre des potentiels
d’actions de fagon synchrone (Ruscheweyh et Sandkiihler, 2003). De plus chez le rat vigile, bloquer les
récepteurs GABA, spinaux méne a un comportement indiquant des douleurs spontanées et/ou une
dysesthésie avec du prurit et de I’automutilation (Loomis et al., 2001). La conséquence de la perte de ce

contrdle inhibiteur des circuits nociceptifs résulte donc en I’apparition de douleurs spontanées.
Séparer les modalités sensorielles

L’inhibition synaptique est essentielle dans la séparation des modalités sensorielles et le blocage
de celle-ci mene au développement d’allodynie mécanique chez le rat (Yaksh, 1989; Sivilotti et Woollf,
1994). Cela est dii au moins en partie a une interaction entre les laminae III-1V et les laminae I-1I. Les
neurones exprimant vGLUT3 de fagon transitoire ou PKCy/SOM" au cours du développement dans la
lamina III regoivent des informations principalement non nociceptives provenant des fibres AP. Ces
neurones sont habituellement inhibés par des neurones PV'/glycine de nature inhibitrice. La perte de ce
controle inhibiteur mene a la transmission d’information non nociceptives vers la lamina II puis
éventuellement aux neurones de projection de la lamina I (Baba et al., 2003; Miraucourt et al., 2007;
Peirs et al., 2015). Par une approche d’électrophysiologie sur des tranches de ME de rat jeune (P17-
P22), il a notamment ét¢é montré que les neurones de projections exprimant les récepteurs aux
neurokinines 1, localisés dans la lamina I et III, sont impliqués dans la transmission d’informations non
nociceptives. En effet, aprés la perfusion de bicuculline ou glycine sur les tranches de ME, les neurones
de projections exprimant les récepteurs aux neurokinines 1 recoivent de nouvelles informations
provenant de fibres AP non nociceptives. Dans des conditions ou la transmission synaptique inhibitrice

est bloquée, I’information non nociceptive mécanique est donc interprétée comme douloureuse.
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Phase de

Méthodes d’induction Symptomes développés développement | Références
/ De maintien
CCI | Ligature lache du nerf sciatique Allodynie mécanique 2 jours Bennett et
Hyperalgésie thermique (chaud) 2 mois Xie. 1988
Compression du nerf sciatique
Cuff par un manchon en Allodynie mécanique 1 jour Yalcin et
model polyéthyléne > 2 mois al. 2014
Allodynie :
SNL Ligature serrée de la branche Allodynie mécanique 1j-10s Kim et
spinal L5 Hyperalgésie thermique (chaud) Hyperalgésie : Chung.
3j-5s 1992
Allodynie mécanique
SNI Section des branches tibiale et Allodynie thermique (froid) <1 jours Decosterd
péronéale. La branche surale Hyperalgésie mécanique >6 mois et Woolf.
est laissé intacte Hyperalgésie thermique (chaud) 2000

Nerf péronéal SNI

Nerf tibial

Moelle épiniére

Nerf sciatique

Cuff / CCI

Nerf sural

Figure 14 : Modéles animaux fréquemment utilisés dans I’étude des douleurs neuropathiques
suie a une lésion du nerf sciatique.

Les modeles de constriction chronique (CCI), du manchon (cuff), de ligature du nerf spinal (SNL) et
du nerf épargné (SNI) sont présentés et illustrés dans le schéma du bas. Les méthodes d’induction, les

symptomes développés et la durée du développement et du maintien des symptomes sont présentés
dans le tableau.




Limiter la diffusion de ’excitation

Comme indiqué dans la partie I, les CDME présentent une organisation précise avec un motif
de projection des fibres afférentes, une localisation d’interneurones et de neurones de projection bien
spécifique. Cela indique un traitement de I’information nociceptive spatialement organis¢. Cependant,
le blocage de I’inhibition par perfusion de bicuculline ou strychnine entraine une propagation de vagues
calciques dans virtuellement tous les neurones de la CD sur des tranches de ME de jeunes rat.
L’augmentation de I’excitation qui en résulte pourrait induire 1’apparition d’hyperalgésie secondaire

chez le rat (Ruscheweyh et Sandkiihler, 2005).

3. Plasticité de la transmission synaptique inhibitrice en condition

pathologique

La diminution de I’inhibition observée dans certaines conditions pathologiques, comme suite a
une lésion nerveuse, peut affecter chacune des fonctions décrites plus haut et peut conduire au

développement d’allodynie et d’hyperalgésie.

3.1 Les modeles animaux de douleur neuropathique suite a une lésion du nerf sciatique

La mise au point des modeles animaux de neuropathie par lésion nerveuse partielle du nerf
sciatique (Figure 14) a permis d’étudier les mécanismes responsables du développement et du maintien

de douleurs neuropathiques. Parmi les modeles les plus utilisés on retrouve :

Le modéle de constriction chronique (chronic constriction injury ou CCI) consiste en la ligature
lache du nerf sciatique afin de réaliser une compression de la branche principale du nerf sciatique. Les
animaux ayant subi une CCI développent une allodynie mécanique et une hyperalgésie thermique au
chaud. La phase de développement de ces symptomes est d’environ deux jours et ils persistent pendant

deux mois (Bennett et Xie, 1988; Attal et al., 1990).

Un modéle similaire appelé « Cuff model » peut étre réalisé avec la pose d’un manchon en polyéthyléne
autour de la branche principale du nerf sciatique afin de réaliser une compression plus facilement
reproductible d’un animal a I’autre (Pitcher et al., 1999; Yalcin et al., 2014). Les auteurs rapportent le
développement d’une allodynie mécanique un jour apres I’opération qui persiste pendant plus de deux

mois.
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Figure 15 : Schéma des modulations potentielles de la transmission synaptique inhibitrice suite
a une lésion nerveuse.

L’inhibition peut étre altérée a plusieurs niveaux. 1) Les entrées excitatrices qui proviennent des
fibres afférentes ou d’interneurones excitateurs locaux sur le neurones inhibiteur sont diminuées.
2) Perte irréversible d’interneurones inhibiteurs par des mécanismes d’apoptose. 3) Diminution
de la libération de neurotransmetteur GABA due a une réduction de la synthese et/ou de la recapture.
4) Modification de I’activité des récepteurs GABA et glycine. 5) Réduction du gradient chlorure qui
rend I’ouverture des récepteurs GABA et glycine moins hyperpolarisante. Les neurones en rouge sont
excitateurs et utilisent le glutamate comme neurotransmetteur. Les neurones en bleu sont inhibiteurs et
utilisent le GABA et/ou la glycine comme neurotransmetteurs. Modifié de Sandkuhler., 2009.



Le modéle de ligature du nerf spinal (spinal nerve ligation ou SNL) consiste a réaliser une ligature
serrée du nerf spinal L5 (et parfois L6). Ce modéle induit le développement d’une allodynie mécanique
a partir d’un jour et persistant jusqu’a dix semaines aprés 1’opération. Les auteurs rapportent aussi le
développement d’une hyperalgésie thermique au chaud détectée a partir de trois jours et persistant

jusqu’a cinq semaines suivant [’opération (Ho Kim et Mo Chung, 1992).

Le modéle de la Iésion nerveuse épargnée (spared nerve injury ou SNI) est réalisé en ligaturant et
sectionnant deux des trois branches du nerf sciatique (les branches tibiale et péronéale) et en laissant la
branche surale intact. Ce modele permet le développement de 1’allodynie mécanique et thermique au
froid ainsi qu’une hyperalgésie mécanique et thermique au chaud dans le territoire restant innervé. Les

symptdmes apparaissent moins de 24h et persistent plus de six mois (Decosterd et Woolf, 2000).

3.2 Modification de I’inhibition spinale suite a une lésion nerveuse

Suite a une lésion nerveuse, des mécanismes menant a une diminution de 1’inhibition ont été observés

dans la ME et sont décrits ci-dessous (Figure 15).

3.2.1 La réduction de I’excitation des interneurones inhibiteurs.

L’utilisation de souris exprimant la « green fluorescent protein » (GFP) sous le contréle du
promoteur GAD67 a permis d’observer que 10 jours apres la réalisation d’une CCI sur des souris, les
interneurones GABAergiques dans les laminae superficielles de la CD recoivent significativement
moins d’entrée excitatrices : a la fois I’amplitude et la fréquence des courants postsynaptiques
excitateurs miniatures (mCPSEs) sont réduites (Leitner et al., 2013). Cependant en condition de Iésion
nerveuse périphérique les fibres afférentes développent une activité exacerbée et libérent plus de
glutamate dans la CDME (Wall et al., 1974; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001), on pourrait donc s’attendre
a observer dans un premier temps une augmentation des entrées excitatrices recues par les interneurones
inhibiteurs. Il est cependant envisageable que certaines connexions se dégradent suite a un phénomene

d’excitotoxicité glutamatergique.

3.2.2 La perte d’interneurones inhibiteurs

Perte neuronale par apoptose

39



Il est connu qu’une exposition prolongée au glutamate peut induire des phénomeénes
d’excitotoxicités menant a la mort neuronale (Choi, 1994). Plusieurs équipes ont donc étudié si une perte
de neurones et plus particulierement de neurones inhibiteurs avait lieu dans la ME suite a une 1ésion
nerveuse. Les résultats obtenus ont été sujet a controverse. En utilisant la méthode TUNEL (Terminal
Transferase dUTP Nick End Labeling) pour détecter les cellules en apoptose, plusieurs études ont
rapporté une apoptose dans les CDME de rat et de souris qui apparait dés une heure aprés la 1ésion
nerveuse et devient maximale a sept jours (Moore et al., 2002; Polgar et al., 2005; Scholz et al., 2005;
Inquimbert et al., 2018). La détection de la forme activée de la caspase 3 a aussi été utilisée comme
marqueur d’apoptose (Scholz et al., 2005). Moore et al. (2002) rapportent une apoptose neuronale via
I’utilisation du marqueur NeuN tout comme Scholz et al. (2005) qui observent une colocalisation entre
NeuN et la forme active de la caspase 3 apres une SNI. A I’inverse Polgar et al. (2005) trouvent que les
cellules positives au test TUNEL sont marquées par le marqueur microglial Iba-1 suite a une SNI et
concluent que la mort cellulaire observée correspond a une perte de cellules gliales. Par des méthodes
stéreologiques, Scholz et al. (2005) estiment a 20% la perte neuronale dans les laminae I a III quatre
semaines apres la SNI tandis que Polgar et al. (2004, 2005) n’observent aucune perte de neurones dans
ces régions deux et quatre semaines apres une SNI ou CCI. Ces résultats contradictoires peuvent étre en
partie expliqués par les approches et les techniques d’analyse utilisées, qui différent entre les études. Par
la suite, plusieurs études ont toutefois conforté les résultats en faveur d’une perte neuronale en conditions
neuropathiques et plus spécifiquement la perte d’interneurones inhibiteurs (Scholz et al., 2005; Yowtak

et al., 2013; Inquimbert et al., 2018).
Perte spécifique des interneurones inhibiteurs

Concernant les interneurones inhibiteurs, deux études dans les années 1990 rapportent une perte
quasi totale du marquage dirigé contre le neurotransmetteur GABA entre 3 jours et 2 semaines aprés
une CCI chez le rat (Ibuki et al., 1996; Eaton et al., 1998). Des études plus récentes rapportent une perte
plus modérée : une perte de 25% d’ ARN messager (ARNm) pour la GAD67 4 semaines apres SNI chez
le rat (Scholz et al., 2005) et une perte d’environ 10% des neurones GABAergiques dans la lamina II
une et deux semaines apres une SNL ou SNI chez la souris (Yowtak et al., 2013; Inquimbert et al., 2018).
Récemment il a été mis en évidence suite a une SNI une perte de neurones inhibiteurs irréversible par
un mécanisme d’excitotoxicité glutamatergique qui participe au maintien de douleurs neuropathiques
(Inquimbert et al., 2018). Les auteurs montrent également que le récepteur NMDA joue un role essentiel
dans ce phénomeéne d’excitotoxicité. En effet, la délétion conditionnelle du géne Grinl codant pour la
sous-unité GluN1 (essentielles pour avoir des récepteurs NMDA fonctionnels) avant la SNI empéche la
perte de neurones inhibiteurs. De maniére intéressante, la délétion du geéne Grinl n’a pas empéché le
développement de I’allodynie mécanique mais prévient la chronicisation des douleurs neuropathiques

indiquant le rdle spécifique des récepteurs NMDA dans le maintien de ces douleurs.
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Transplantation de cellules souches GABAergiques

Enfin, il a été montré chez la souris qu’une transplantation de cellules souches GABAergiques
provenant de cortex d’embryons dans la ME de souris adultes avait des effets bénéfiques (Braz et al.,
2012; Braz et al., 2015; Etlin et al., 2016; Llewellyn-Smith et al., 2018). Par des approches
¢électrophysiologiques, immunohistochimiques et de microscopie électronique, les auteurs ont montré
que deux semaines apres la transplantation, les cellules souches GABAergiques s’intégrent aux réseaux
de la ME et deviennent des neurones GABAergiques fonctionnels a la fois en condition normale ou en
condition SNI. De plus, I’injection de cellules souches GABAergiques une semaine apres la réalisation
de la SNI empéche la chronicisation de 1’allodynie mécanique avec une récupération des seuils de
sensibilité similaires aux souris pseudo-opérés SHAM. Cette transplantation permet par ailleurs de
restaurer les taux d’ARNm de la GAD65 et GAD67 qui sont significativement réduits en condition SNI
(Moore et al, 2002). L’ensemble de ces données indique un rétablissement de 1’équilibre

inhibition/excitation médié par une augmentation du nombre de neurones GABAergiques.

3.2.3 Modification de la synthése, de la recapture et de la libération de GABA

Par des approches d’immunohistochimie sur la ME de rat, il a été observé deux et quatre
semaines apres une transsection du nerf sciatique, une diminution de la détection du GABA (Castro-
Lopes et al., 1993). De fagon similaire, par des approches d’immunohistochimie et d’hybridation in situ
sur la ME de rat, il a ét¢ montré une diminution de la détection de GABA et de GAD65 deux a quatre
semaines apres une CCI et SNI (Moore et al., 2002). On retrouve aussi une diminution de la GADG65 et
de la GADG67 dans les CDME de rats a partir de trois jours apres la CCI (Eaton et al., 1998). Ces résultats
semblent suggérer que le contenu en GABA des terminaisons est diminué. Cela est cependant contredit
par deux études menées chez le rat. La premicre, conduite par HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), montre une augmentation du contenu en GABA entre 1 et 30 jours apres une CCI.
Dans cette étude, un traitement quotidien avec un bloquant du pore des récepteurs NMDA, la
Dizocilpine (MK-801), injectée par voie intrathécale empéche cette augmentation de GABA et de
glycine et bloque le développement de 1’hyperalgésie indiquant un réle des récepteurs NMDA dans ce
mécanisme d’hyperalgésie (Satoh et Omote, 1996). La seconde, réalisée par microscopie électronique
sur des ME de rats quatre semaines aprés une SNI, n’a pas détecté de changement de la densité de

marquage des boutons GABAergiques (Polgar et Todd, 2008).

D’autres études rapportent que sept jours apres une CCI chez le rat, il y a une diminution de
I’expression du transporteur GAT-1 d’environ 40% (Miletic et al., 2003; Shih et al., 2008). Chez des
rats SNL, il a aussi ét¢ montré une diminution de la libération de GABA suite a une stimulation par

application de K" a haute concentration (50mM) sur la corne dorsale ipsilatérale (Lever et al., 2003).
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Enfin une étude sur le rat montre la diminution de I’expression des sous-unités y2 des récepteurs GABAA
exprimés dans les ganglions dorso-rachidiens aprés une CCI ce qui pourrait refléter la diminution
d’expression de ces récepteurs ou un changement de la composition en sous-unités des récepteurs

GABA, (Obata et al., 2003).

3.2.4 Changement du gradient chlorure

Diminution de ’expression de KCC2 en condition pathologique

En 2003, il a ét¢é montré que suite a une CCI chez le rat, I’expression du co-transporteur
potassium-chlorure (KCC2) dont la fonction est de maintenir une concentration en Cl intracellulaire
faible est diminué dans les neurones de la lamina I (Coull et al., 2003). Cela méne a une augmentation
de la concentration intracellulaire en ions CI” induisant un changement du potentiel d’équilibre des ions
chlorure dans les CDME. La conséquence de ce changement de gradient est que I’ouverture des
récepteurs GABA4 et glycine induit une hyperpolarisation plus faible qu’en condition physiologique
voire méme une dépolarisation (van den Pol et al., 1996). D’autres auteurs ont ensuite mis en évidence
chez le rat que les microglies activées par la cytokine CCL2 libérent du BDNF et de ’ATP qui en se
liant aux récepteurs trkB et P2X4 sont responsables de la diminution d’expression de KCC2 (Rivera et
al., 2004; Coull et al., 2005; Thacker et al., 2009) et de I’augmentation de 1’activité des neurones de la
lamina I ce qui peut jouer un réle dans le développement de symptomes douloureux (Keller et al., 2007).
Il a aussi été montré dans la ME de rat que trois et quatre semaines apres une SNL, I’activité de la
calpaine calcium-dépendante est augmentée et induit le clivage du co-transporteur KCC2 (Zhou et al.,
2012). Enfin le co-transporteur KCC2 peut aussi étre modulé négativement suite a sa phosphorylation

par la protéine kinase déficiente en lysine (WNK) (Kahle et al., 2013).
Augmentation de I’expression de KCC2 pour restaurer le gradient d’ion chlorure

De fagon intéressante, I’augmentation d’expression du co-transporteur KCC2 induite par
I’injection intrathécale d’un vecteur lentiviral contenant le géne codant pour le KCC2 permet de
restaurer la fonction du co-transporteur suite a une SNL et de rétablir un gradient chlorure physiologique
(Eanions €nviron -73mV comparé a -49mV apres une CCI). De plus, ce transfert viral de KCC2 permet de
rétablir I’activité physiologique des récepteurs NMDA aux éléments pré et postsynaptiques dont
I’activité est augmentée suite a une Iésion nerveuse (Li et al., 2016). De maniere similaire, le blocage
pharmacologique des récepteurs NMDA apreés une SNL permet de rétablir un gradient chlorure
physiologique et I’inhibition synaptique (Lee et al., 2011; Zhou et al., 2012). Ces données indiquent que
les récepteurs NMDA jouent un rdle important dans la régulation du transporteur KCC2. Bien que le
gradient chlorure soit modifié en condition de douleur chronique, 1’activation des récepteurs GABA ou

glycine conservent probablement un effet inhibiteur sur la nociception étant donné que 1’injection
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d’agonistes GABA/glycine a un effet anti-nociceptif dans plusieurs modéles de douleurs

neuropathiques.

4. Plasticité activité-dépendante de la transmission inhibitrice dans

le systeme nerveux central

Les différentes modifications de la transmission synaptique inhibitrice dans la ME montrent que
le réseau inhibiteur n’est pas figé mais au contraire trés plastique. Cela signifie que la transmission de
I’information peut étre modifiée en fonction des activités antérieures. Ces modifications peuvent étre de
courte durée (millisecondes) et on parle alors de plasticité synaptique a court terme ou perdurer dans le
temps (30 min a plusieurs jours) pour la plasticité a long terme. De plus, les modifications peuvent étre
dans le sens d’une augmentation de la transmission d’information (potentialisation) ou d’une diminution

(dépression).

Apres une lésion nerveuse périphérique, les fibres afférentes développent une activité exacerbée
(Wall etal., 1974; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001). Cela induit au niveau du réseau neuronal spinal une
activité synaptique anormale responsable de la mise en place de mécanismes de plasticité au niveau des
synapses excitatrices et inhibitrices. Concernant les mécanismes de plasticité de la synapse excitatrice
dans la ME, ceux-ci sont étudiés depuis plus longtemps et sont mieux connus que les mécanismes de
plasticit¢ de la synapse inhibitrice (Cook et al., 1987; Dougherty et Willis, 1992). Plusieurs études
rapportent notamment des mécanismes de potentialisation a long terme (LTP) au niveau des synapses
entre fibres afférentes de type C et neurones de la lamina I dont 1’origine peut étre postsynaptique ou
présynaptique (Liu et Sandkiihler, 1995; Sandkiihler et Liu, 1998; Ikeda et al., 2003; Ikeda et al., 2006).
Ces mécanismes de plasticité sont aussi connus pour jouer un role important dans le développement et
le maintien de douleurs chroniques (Pockett, 1995; Lynskey et al., 2008). Généralement, ces
mécanismes impliquent I’activation de divers récepteurs tels que les récepteurs NMDA, AMPA, mGluR
du glutamate ou TrkB qui vont induire D’activation de voies intracellulaires responsables des
mécanismes de plasticité. Parmi les éléments activés on retrouve la PKC, la protéine kinase 2 dépendante
du complexe Ca**/calmoduline (CaMKII), ERK et la PKA. Pour plus d’informations concernant les
mécanismes de plasticité de la transmission synaptique excitatrice dans la ME, voir Latremoliere et

Woolf (2009); Kuner (2015).

A T’inverse, la plasticité de la transmission inhibitrice spinale a été trés peu étudiée a ce jour
dans la ME. Dans cette partie de 1’introduction, les rares cas de plasticité synaptique de la synapse

inhibitrice connus dans la ME seront décrits. Ceux-ci sont peu nombreux, mais des mécanismes de
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Figure 16 : Représentation des différentes formes de plasticités de la synapse GABAergique
exprimées a I’élément présynaptique. D’aprés Castillo et al., 2011.

A. La LTP médié par le NO implique ’activation de mGIuR du groupe I dans la lamina I (Fenselau et
al., 2011) et de récepteurs NMDA dans 1’aire tegmentale ventrale (Nugent et al., 2007). Cela permet
I’activation de la NOS et la production de NO qui va agir au niveau présynaptique et activer la guanylate
cyclase, augmentant ainsi le taux de cGMP et la libération de GABA.

B. A I’¢élément postsynaptique, 1’activation des récepteurs mGlu du groupe I peut induire la production
de diacyglycérol (DAG) via la phospholipase C. le DAG est ensuite transformé par la diacylglycérol
lipase en 2-AG qui va traverser la synapse et se lier aux récepteurs CB1R localisé sur 1’¢lément
présynaptique. L’activation de ces récepteurs réduit I’activité de la PKA et meéne a une LTD de la
synapse GABAergique. (Duguid et Smart., 2004 ; Kano et al., 2009).

C. A I’¢lément postsynaptique, le BDNF est produit suite a une augmentation de calcium
intracellulaire provenant de 1’ouverture des récepteurs NMDA, des canaux calciques voltage-
dépendants (VGCC) ou de stock intracellulaire de calcium. Le BDNF va ensuite agir sur les récepteurs
TrkB localisé a 1’élément présynaptique ce qui induit une LTD de la synapse GABAergique. (Inagaki
et al., 2008).

D. Le glutamate provenant de synapses excitatrices voisines peut directement agir sur des récepteurs
NMDA localisés a I’élément présynaptique de synapses inhibitrices et induire des mécanismes de LTD
ou LTP. (Lien et al., 2006 ; Liu et al., 2007 ; Lachamp et al., 2009).
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plasticité similaires a ceux décrits dans d’autres région du SNC sont envisageables dans le réseau de la
ME. Un apercu des mécanismes de plasticité de la transmission inhibitrice ayant lieu dans d’autres
région du SNC sera donc donné. Les mécanismes de plasticité structurale, impliqués dans la transition
des douleurs aigues aux douleurs chroniques, ne seront pas abordés dans cette partie mais le lecteur

intéressé peut se référer a la revue de : Kuner et Flor (2017).

4.1 Plasticité présynaptique de la transmission GABAergique induite par un messager

rétrograde

Ces formes de plasticité sont généralement induites par un messager rétrograde produit au
niveau de I’élément postsynaptique qui va ensuite traverser la synapse pour agir a 1’¢élément
présynaptique mais peuvent aussi étre due a une action directe du glutamate libéré par des synapses

excitatrices voisines.
Messager rétrograde : Monoxyde d’azote

Dans la lamina I des CDME, Fenselau et al. (2011) rapportent 1’existence d’une plasticité
hétérosynaptique a long terme de la synapse GABAergique. Les auteurs ont montré que la stimulation
des fibres afférentes de type C avec un protocole de stimulation a haute fréquence (3 x 1sec a 100Hz)
induit une LTP des synapses glutamatergiques entre I’afférence primaire stimulée et un neurone de la
lamina I mais aussi une LTP des synapses GABAergiques contactant le neurone enregistré. Celle-ci est
induite par 1’activation de mGluR1, par le glutamate libéré par les fibres afférentes, ce qui permet la
production et la libération de monoxyde d’azote. Le monoxyde d’azote libéré agit ensuite comme un
messager rétrograde sur la terminaison inhibitrice GABAergique induisant I’activation de la guanylate
cyclase (GC) et par conséquent 1I’augmentation de la concentration intracellulaire de guanosine
monophosphate cyclique (cGMP). L’effet final sera une potentialisation a long terme de la libération
synaptique de GABA (Figure 16). Ce mécanisme renforce probablement les quatre grandes fonctions
de I’inhibition décrites plus haut. Il est aussi envisageable que cette plasticité ait un role supplémentaire
et puisse empécher la mise en place de LTP aux synapses excitatrices dans la lamina I. En effet il a été
montré in vivo que la potentialisation de la transmission GABAergique dans la CD peut bloquer la LTP

au niveau des fibres C (Hu et al., 2006).

Cette forme de plasticité présynaptique partage plusieurs caractéristiques avec celle décrite dans ’aire
tegmentale ventrale. En effet, dans cette structure, la stimulation a haute fréquence d’afférences
glutamatergiques innervant des neurones dopaminergiques induit la production de monoxyde d’azote

qui méne aussi a une LTP hétérosynaptique de la transmission GABAergique. La différence
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fondamentale étant que dans cette forme de plasticité, 1’activation des récepteurs NMDA est essentielle

pour initier la production et la libération de monoxyde d’azote (Nugent et al., 2007) (Figure 16).
Messager rétrograde : Endocanabinoides et glutamate

Aucun mécanisme de plasticit¢ de la transmission synaptique inhibitrice impliquant des
endocanabinoides n’a été décrit dans la ME. Cependant, dans d’autres structures du SNC, I’existence de
formes de plasticité de la transmission inhibitrice impliquant un messager rétrograde endocanabinoides
ont ét¢ montrées. Dans le cervelet et I’hippocampe, la dépolarisation des cellules de Purkinje ou des
neurones pyramidaux induit une dépression transitoire (<5min) de la libération de GABA par les
interneurones inhibiteurs. Cette forme de plasticité a été appelée « suppression de 1’inhibition par la
dépolarisation » (Llano et al., 1991; Pitler et Alger, 1992). La suppression de I’inhibition par la
dépolarisation implique généralement la synthése et la libération de 2-arachidonoylglycérol (2-AG) qui
va agir de fagon rétrograde sur les récepteurs des endocanabinoides de type 1 (CB1R) menant a une
diminution temporaire de la libération de GABA spontanée et évoquée (Kano et al., 2009). Cette forme
de plasticité implique principalement les récepteurs NMDA ou les récepteurs mGluR 1 dont I’activation
induit la production de 2-AG. Toujours dans le cervelet, une stimulation plus intense des cellules de
Purkinje peut mener a la libération a la fois d’endocanabinoides et de glutamate. Le glutamate agit sur
des récepteurs NMDA présynaptiques localisés sur les terminaisons des interneurones inhibiteurs et
permet I’augmentation de calcium intracellulaire a la fois par I’ouverture des récepteurs NMDA et par
la libération de calcium provenant des stocks intracellulaires. L’action du glutamate menera finalement
aune LTP de la synapse GABAergique. Ces deux mécanismes permettent aux cellules de Purkinje de
diminuer leur libération de GABA ou au contraire de I’augmenter en cas d’activité plus importante au

sein du réseau (Duguid et Smart, 2004) (Figure 16).

Dans la ME, les récepteurs des endocanabinoides de type 1 sont exprimés, notamment dans les
laminae superficielles (I-I1I) (Farquhar-Smith et al., 2000). Les endocanabinoides sont aussi retrouvés
dans la ME, de plus, il est montré chez le rat que les niveaux d’endocanabinoides varient en condition
neuropathique. Il est par exemple observé a 3 jours post CCI, une augmentation des taux de 2-AG et
d’anandamide (Petrosino et al., 2007). Il est envisageable dans la ME que des mécanismes de plasticité

de la transmission synaptique inhibitrice impliquant les endocanabinoides aient lieu.
Messager rétrograde : BDNF

Par des approches électrophysiologiques, il a ét¢ montré une potentialisation de la transmission
synaptique inhibitrice par I’action rétrograde du BDNF dans I’hippocampe, le cortex visuel et le tectum
optique (Gubellini et al., 2005; Inagaki et al., 2008; Sivakumaran et al., 2009). Ces mécanismes de LTP
sont bloqués par I’application d’un antagoniste des récepteurs TrkB (K252a) indiquant un mode d’action
du BDNF par I’intermédiaire de son récepteur TrkB. La production et la libération de BDNF dans les

différentes régions du SNC semble nécessiter I’augmentation de calcium intracellulaire dans 1’élément
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présynaptique, le calcium pouvant provenir d’un influx a travers les récepteurs NMDA (Liu et al.,
2007a), les canaux calcium de type L (Sivakumaran et al., 2009) ou d’une libération a partir des stocks

internes de calcium (Inagaki et al., 2008) (Figure 16).

Dans la ME, le BDNF et son récepteur TrkB sont retrouvés. 11 est aussi montré en condition
neuropathique que I’expression du récepteur TrkB et le taux de BDNF sont augmentés (Weishaupt et
al., 2012). Il est donc aussi possible d’imaginer des mécanismes similaires a ceux présentés ci-dessus

dans la ME.

Des mécanismes de plasticité présynaptique de la synapses GABAergiques peuvent aussi étre
induits par du glutamate provenant directement de synapses excitatrices voisines et agissant sur des
récepteurs NMDA présynaptiques. Selon les structures, [’activation des récepteurs NMDA
présynaptiques pourra mener a une LTD, comme dans le nerf optique de xénope (Lien et al., 2006; Liu
et al., 2007a) ou a une LTP de la transmission GABAergique, comme décrit dans le cervelet (Liu et

Lachamp, 2006; Lachamp et al., 2009).

4.2 Plasticité exprimée sur I’élément postsynaptique

Plasticité de la transmission glycinergique

Outre la plasticité a long terme de la transmission GABAergique dans la lamina I mise en
évidence par Fenselau (Figure 16), il existe d’autres formes de plasticité de la transmission inhibitrice
dans la ME. Il a été montré récemment chez la souris jeune que I’activation des récepteurs NMDA
potentialise la transmission synaptique glycinergique sur les interneurones GABAergiques de la lamina
IT (Kloc et al., 2019). Cette forme de plasticité requiert ’entrée de calcium suite a I’activation des
récepteurs NMDA dans le neurone postsynaptique et est exprimée a 1’élément postsynaptique. En effet,
les auteurs ne rapportent aucun changement du paired-pulse ratio (PPR), qui est un indicateur de la
modification de la probabilité de libération de neurotransmetteur par 1’élément présynaptique ce qui va
dans le sens d’une plasticité postsynaptique. Il a aussi été montré que dans les couches superficielles de
la ME, I’exposition a I’interleukine-1 pro-inflammatoire induit une LTP de la transmission
glycinergique sur des neurones GABAergiques (Chirila et al., 2014). Dans le circuit de la ME, une LTP
de la transmission glycinergique sur des neurones GABAergiques peut mener a un mécanisme de
désinhibition et promouvoir [’excitabilit¢ au sein du réseau spinal, en général associ¢ avec le
développement de symptome de douleur (Miraucourt et al., 2007; Petitjean et al., 2015). Enfin, ’activité
des récepteurs de la glycine dans la lamina II peut étre modifiée via des phosphorylations. En condition
inflammatoire, les récepteurs a la glycine contenant la sous-unité a3 peuvent étre phosphorylés par la

PKA, suite a ’activation des récepteurs de la prostaglandine E, (PGE,), induisant I’inhibition du
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Figure 17 : Représentation de certaines formes de plasticité de la synapse GABAergique et
glycinergique exprimées a I’élément postsynaptique.

Des modifications du fonctionnement des récepteurs GABA, et de la glycine peuvent avoir lieu suite a
des phosphorylations par des protéines kinases. La PGE, active les récepteurs des prostaglandines E ce qui

induit ’activation de la PKA et méne a la phosphorylation et inhibition des récepteurs a la glycine dans
les CDME. La PKC, la CaMKII, et la PKA peuvent phosphoryler les récepteurs GABA4 ce qui peut
mener a la modulation positive de ces récepteurs dans les cellules de Purkinje par exemple (Kano et al.,
1992) ou leur modulation négative comme dans 1’hippocampe (Wanaverbecq et al., 2007). La régulation
du transport, de I’endocytose et de l'insertion dans la membrane plasmique des récepteurs permet aussi de
modifier la transmission inhibitrice. Ainsi la transmission inhibitrice peut étre réduite par une
augmentation de 1’endocytose et a l'inverse augmentée si l'insertion dans la membrane plasmique est
dominante (Arancibia-Carcamo et Kittler., 2009).



récepteur sous-tendant le développement d’hyperalgésie thermique et mécanique (Harvey et al., 2004)

(Figure 17).
Plasticité de la transmission GABAergique

Dans la ME, aucune étude ne rapporte de plasticité de la transmission GABAergique a 1’élément
postsynaptique. Il est possible que des mécanismes similaires de plasticités de la transmission
GABAergique retrouvés dans d’autres régions du SNC (Figure 17) aient lieu dans la ME. En culture sur
des neurones de I’hippocampe par exemple, les récepteurs NMDA modulent les récepteurs GABA 4 par
I’intermédiaire d’une augmentation de calcium intracellulaire. L’augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium entraine I’activation de plusieurs cascades de signalisation dont la protéine
kinase 2 dépendante du complexe Ca**/calmoduline (CaMKII), la PKA et la PKC qui peuvent moduler
1’état de phosphorylation, la mobilité, la composition en sous-unité des récepteurs GABA 4 ainsi que leur
insertion a la membrane (Marsden et al., 2007; Vithlani et al., 2011). Ces cascades de phosphorylation
peuvent mener a une potentialisation de 1’activité des récepteurs GABAA comme par exemple dans les
cellules de Purkinje (Kano et al., 1992) ou a I’inverse a leur inhibition transitoire dans [’hippocampe
(Wanaverbecq et al., 2007). En culture sur des neurones de 1’hippocampe, 1’activation des récepteurs
NMDA affecte 1’expression des récepteurs GABAA4 et peut, en fonction du degré d’activation de la
calcineurine, augmenter ou diminuer cette expression (Marsden et al., 2007; Bannai et al., 2009;

Marsden et al., 2010).

Dans I’hippocampe, au niveau des synapses entre des colatérales de Schaffer et des
interneurones du stratum radiatum ou des neurones pyramidaux, la LTP ou la LTD de la transmission
GABAergique peut avoir lieu et dépend d’une augmentation de calcium intracellulaire. La LTP est
dépendante des récepteurs NMDA et requiert la dépolarisation des éléments pré et postsynaptiques
(Wang et Kelly, 2001; Lamsa et al., 2005). La LTD dépend de I’activation des mGluR 1 et des récepteurs
AMPA perméables aux calcium (McMahon et Kauer, 1997; Cowan et al., 1998).

Plasticité dépendante du « timing » de décharge

Une autre forme de plasticité appelée plasticité dépendante du timing de décharge mise en
¢évidence sur des tranches d’hippocampe nécessite 1’activité simultanée d’un interneurone et d’une
cellule excitatrice. Dans ce cas, une entrée postsynaptique de calcium par les canaux calcium de type L
ou par les récepteurs NMDA peut changer 1’équilibre du gradient chlorure et réduire ’efficacité de

I’inhibition (Ormond et Woodin, 2009).

D’autres formes de plasticité nécessitant une activité excitatrice et inhibitrice synchronisées ont
aussi été démontrées. Ainsi une forme de LTD a été montrée dans le systéme visuel de la grenouille
(Lien et al., 2006) et une forme de LTP dans le cortex cérébelleux de rongeur (Liu et Lachamp, 2006),

ces deux formes de plasticités impliquant des récepteurs NMDA présynaptiques. D’autre formes de LTD
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dépendantes de la décharge présynaptique de potentiels d’actions dans I’hippocampe ne sont pas

dépendantes des récepteurs NMDA (Heifets et al., 2008) mais des mGluR1.

4.3 Plasticité de la transmission inhibitrice impliquant un maillon glial

Astrocytes

Comme I’ont montré Kang et al. (1998), les astrocytes sont des partenaires importants dans la
modulation activité-dépendante des synapses inhibitrices dans 1’hippocampe et peuvent faciliter la
transmission inhibitrice. Par des approches d’imagerie du calcium intracellulaire et d’électrophysiologie
sur des tranches de jeunes rats, les auteurs ont montré que la stimulation électrique répétée d’un
interneurone GABAergique ciblant un neurone pyramidal glutamatergique dans 1’hippocampe induit
une facilitation de la transmission GABAergique qui requiert les astrocytes environnants. En effet, les
auteurs ont montré que la stimulation répété d’un interneurone induit ’activation des récepteurs GABAp
astrocytaire. L’activation de ces récepteurs entraine une élévation de calcium dans les astrocytes
environnants. Cela induit la libération de glutamate par les astrocytes qui agit sur des récepteurs
ionotropes du glutamate présynaptique. L’activation de ces récepteurs, potentiellement des récepteurs
NMDA, induit la facilitation de la transmission inhibitrice (Kang et al., 1998). D’autres études
pionniéres menées sur des cultures de neurones d’hippocampe ont révélé que 1’entrée de calcium dans
les astrocytes potentialise les courants GABAergiques induit par 1’activation des récepteurs GABAA
(Liu et al., 1996; Liu et al., 1997). D’autres études récentes mettent en avant le roéle important des
astrocytes dans les processus de plasticit¢ de la transmission inhibitrice. En effet, la transmission
inhibitrice et le nombre de synapses est plus important dans les cultures de neurones renfermant des
astrocytes qu’en absence d’astrocytes (Kaczor et Mozrzymas, 2017). Enfin les astrocytes en culture
provenant du cervelet, du bulbe olfactif et de I’hippocampe peuvent aussi libérer du GABA (Kozlov et
al., 2006; Lee et al., 2010) qui pourrait directement moduler 1’activité des synapses GABAergiques

environnantes.
Microglie

Les cellules microgliales ont aussi un role dans la plasticité de la transmission inhibitrice dans
le SNC. Ces cellules peuvent par exemple libérer 1’interleukine-10 qui facilite le développement des
synapses inhibitrices sur des neurones d’hippocampe en culture (Lim et al., 2013). L’activation
microgliale induite par des injections de lipopolysaccharide peut avoir un effet neuroprotecteur et
réduire I’apoptose neuronale suivant une lésion cryogénique du cortex notamment via 1’activation des
récepteurs TLR4 (Chen et al., 2012). La microglie activée peut aussi réguler le développement de la

synapse glycinergique dans la ME (Cantaut-Belarif et al., 2017). Pour revue : Um (2017).
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En conclusion, la transmission inhibitrice a un réle central dans le développement et le maintien
de douleurs neuropathiques. Dans de nombreux cas de 1ésion de nerfs périphérique il est en effet observé
une diminution de I’efficacité de I’inhibition ce qui induit la désinhibition du réseau spinal. Si les
modifications de la transmission inhibitrice commencent a étre connues, les mécanismes responsables

restent dans de nombreux cas a €élucider, en particulier dans la ME.

Suite a une lésion nerveuse périphérique, les fibres afférentes primaires développent une activité
augmentée et la libération de glutamate est augmentée (Latremoliere et Woolf, 2009; Kuner, 2015). Le
glutamate va alors se lier aux divers récepteurs du glutamate dont le récepteur NMDA, bien connus pour

son implication dans les phénoménes de plasticités et de sensibilisation du systéme nociceptif spinal.

Dans le chapitre suivant, les caractéristiques générales des récepteurs NMDA et leur localisation
spinale seront décrites. Le role des récepteurs NMDA dans la mise en place et le maintien des douleurs

neuropathiques sera ensuite développé.
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Figure 18 : Contribution des récepteurs ionotropiques du glutamate a la transmission
synaptique.

(A) Contribution des récepteurs AMPA et Kainate aux CPSE miniatures mesurés dans
I’hippocampe entre une fibre moussue et une cellule pyramidale de 1’aire CA3. Les effets des
antagonistes des récepteurs du glutamate montrent que ’activation des récepteurs AMPA produit
des CPSE plus grands et plus rapides que ceux induits par 1’activation des récepteurs kainate.
D’aprés Mott et al., 2008. (B) Contributions des récepteurs AMPA et NMDA aux CPSE mesurés a
une synapse dans le cortex visuel entre une cellule pyramidale et un interneurone. Le blocage des
récepteurs AMPA met en évidence la composante plus lente des CPSE induits par les récepteurs
NMDA. D’aprés Watanabe et al., 2005.



Troisieme partie :

Le récepteur NMDA.

Les récepteurs NMDA sont des récepteurs ionotropes du glutamate composés de quatre sous-
unités arrangées autour d’un pore central perméable aux cations Na*, K™ et Ca®". Ces récepteurs ont des
propriétés fonctionnelles qui les distinguent des autres récepteurs du glutamate. Les plus importantes
étant sans doute que leur perméabilité au Ca®" est une des plus élevées parmi les récepteurs ionotropes
(Rogers et Dani, 1995) et que ces récepteurs sont bloqués par le magnésium (Mg?") au potentiel de repos
des neurones. L augmentation de la concentration de Ca*" intracellulaire libre provoquée par 1’ouverture
des récepteurs NMDA jouent un réle majeur dans les phénoménes de plasticité synaptique. Des
modifications d’expression ou de fonction de ce récepteur peuvent étre délétéres et étre a I’origine du
développement de maladies neurologiques (Wang et Shuaib, 2005) et psychiatriques (Heresco-Levy et
Javitt, 1998; lii et Chafee, 2006). Ce récepteur a donc fait I’objet de nombreuses études depuis sa
découverte visant a mieux comprendre son fonctionnement dans le but de développer de nouvelles

thérapies.

1. Découverte des récepteurs NMDA

La premicre mise en évidence de I’existence des récepteurs NMDA provient de données
pharmacologiques montrant que le NMDA active spécifiquement une famille d’iGluRs (Watkins et
Evans, 1981). Plus tard il sera observé que ces récepteurs, nommés récepteurs NMDA, sont
spécifiquement bloqués par I’AP5 mais sont insensibles au 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
(CNQX) et au 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline (NBQX). Les réponses
synaptiques médiées par I’activation des différents types de récepteurs ionotropes du glutamate peuvent
étre identifiées grace a des antagonistes spécifiques, tels que le CNQX et NBQX qui bloquent les
récepteurs AMPA/Kainate et I’APS5 qui bloque les récepteurs NMDA (Figure 18) (Mott et al., 2008;
Watanabe et al., 2005). Cela permet aussi de remarquer que les courants induits par 1’activation du
récepteur NMDA ont des cinétiques d’activation de 1’ordre de la dizaine de milliseconde et s’inactivent
sur des dizaines ou des centaines de millisecondes selon la composition en sous-unités. Ce récepteur est
donc responsable de la composante plus lente des réponses synaptiques induites par 1’activation des
1GluRs étant donné que les récepteurs AMPA et Kainate ont des cinétiques d’activation et d’inactivation
rapides (<Ims) leur permettant de répondre a des variations trés rapides de glutamate dans la fente

synaptique (Erreger et al., 2004).
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Figure 19 : Structure et comparaison des sept sous-unités des récepteurs NMDA.

Les sept différentes sous-unités des récepteurs NMDA et les longueurs des différents
domaines (en acide amin€) sont représentées. Les sous-unités GluN1 et GluN3A peuvent
faire I’objet d’épissages alternatifs, augmentant ainsi les possibilités de combinaisons.
On remarque que les domaines NTD (domaine N-terminale), transmembranaires (de M1
a M4) et ABD (domaine de liaison du ligand) sont relativement bien conservés entre les
différentes sous-unités contrairement au domaine CTD (domaine C-terminale) dont la
longueur différe fortement entre sous-unité. D’apres Paoletti et al., 2013.



Sept génes caractérisés par clonage codent pour les sept sous-unités du récepteur NMDA et sont
divisés en trois familles en fonction de leur homologie de séquence. Le géne Grinl a été caractérisé par
clonage dans les ovocytes de Xénope en 1991 et code pour la sous-unité GluN1 (Moriyoshi et al., 1991).
Quatre génes codent pour les sous-unités GluN2, Grin2 A-D pour les sous-unités GluN2A-D. Enfin deux
genes codent pour les sous-unités GluN3, ce sont les génes Grin3A et B (Figure 19). Il peut donc en
théorie exister un trés grand nombre de combinaisons de sous-unités pour former des récepteurs NMDA
dans le SNC. Cependant, la présence de deux sous-unités GIuN1 est nécessaire pour former un récepteur
canal fonctionnel et le complexe le plus fréquemment retrouvé dans la ME est un assemblage de deux

sous-unités GluN1 et deux sous-unités GluN2A/B (Petralia et al., 1994; Mi et al., 2004).

2. Propriétés des récepteurs NMDA

2.1 Structure des récepteurs NMDA

La structure globale des sous-unités du récepteur NMDA est similaire a celle des autres sous-
unités des récepteurs ionotropes du glutamate. Chaque sous-unité est ainsi constituée de quatre
domaines, le domaine N-terminal et le domaine de liaison de I’agoniste (« agonist binding domain ») au
niveau extracellulaire, le domaine transmembranaire et le domaine C-terminal dans le compartiment

intracellulaire (Figure 20).

Le domaine N-terminal a la forme de deux globes bilobés en forme de pince (« clamshell-like »). Cette
partie est impliquée dans 1’assemblage des sous-unités et dans les régulations par des modulateurs

allostériques.

Le domaine de liaison de ’agoniste situé sous le domaine N-terminal est formé par les segments S1 et
S2 qui vont constituer le site de liaison de 1’agoniste pour les sous-unités GluN2 et le site de liaison du

co-agoniste pour les sous-unités GluN1 et GluN3.

On retrouve ensuite le domaine transmembranaire constitué de trois hélices transmembranaires (M1,
M3 et M4) et d’une boucle intramembranaire (M2). Ce domaine est responsable de la formation du pore,

de la sélectivité ionique et de la perméabilité du canal.

Enfin le domaine C terminal intracellulaire compléte la structure du récepteur NMDA. Ce domaine est
le moins conservé entre les différentes sous-unités et peut étre de longueur trés variable. Il est impliqué
dans le couplage a d’autres protéines intracellulaires (Ryan et al., 2008) et donc fortement impliqué dans
la diversité des effets de ’activation des récepteurs NMDA. Ce domaine est également important pour

I’ancrage et le déplacement du récepteur a la membrane.
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Figure 20 : Structure du récepteur NMDA.

(A) Représentation schématique d’une sous-unité du récepteur NMDA. La sous-unité est formée
de quatre domaines. Le domaine N terminal (NTD) et le domaine de liaison de I’agoniste (ABD)
forment la partie extracellulaire de 1a sous-unité. Le domaine transmembranaire (TMD) permet la
formation du pore et le domaine C terminale (CTD) se trouvant dans la partie intracellulaire permet
le couplage a d’autres protéines intracellulaires. D’apres Paoletti et al., 2013.

(B) Structure cristallographique d’un récepteur GluN1a/GluN2B (le domaine CTD n’est pas
présent).



2.2 Activation des récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA posseédent un mode d’activation trés particulier. Trois conditions doivent
habituellement étre remplies pour permettre leur activation (Figure 21) (Mayer et al., 1984). La premicre
condition est la liaison de deux molécules d’agoniste, en général le glutamate, sur le domaine de liaison
du ligand des sous-unités GluN2. Il faut ajouter a cela la liaison de deux molécules de co-agoniste, la
glycine (Johnson et Ascher, 1987; Kleckner et Dingledine, 1988) ou la D-sérine (Hashimoto et al., 1992)
sur les domaines de liaison du ligand des sous-unités GluN1 ou GluN3. Enfin les récepteurs NMDA ont
la particularité d’avoir leur pore ionique bloqué par des ions Mg*" extracellulaires (1-2mM) au potentiel
de repos des neurones (environ -60mV). Ce blocage est levé lors d’une dépolarisation de la membrane
qui libére ainsi le pore et permet I’entrée de Ca*". Ce blocage ainsi que la cinétique d’activation lente
des récepteurs NMDA est a I'origine de la qualification de détecteur de coincidence donnée a ce
récepteur. En effet, pour permettre I’ouverture du pore des récepteurs NMDA, il faut simultanément une

stimulation de I’élément présynaptique et une dépolarisation postsynaptique.

Il est cependant intéressant de noter que ces trois conditions ne sont pas toujours requises pour
observer une activation du récepteur NMDA et un influx de Ca*" a travers le pore. Dans une étude
réalisée sur des neurones isolés de la CDME de rat, l'activation des récepteurs NMDA sans
dépolarisation et en présence d’une concentration physiologique en ions Mg®* (ImM ou 100uM) peut
entrainer une augmentation de calcium intracellulaire libre (Reichling et MacDermott, 1996). De plus,
il est maintenant connu que les récepteurs NMDA contenants les sous-unités GluN2C/D et GluN3 sont
moins sensibles au blocage par le Mg?* (Dingledine et al., 1999; Paoletti et al., 2013). Des récepteurs
NMDA contenants ces sous-unités pourraient donc étre activés sans qu’il n’y ait de dépolarisation.
Toutefois, ces données ont été obtenues in-vitro en culture et il serait nécessaire de vérifier ces résultats

in-vivo.

2.3 Propriétés biophysique du récepteur NMDA

Chaque sous-unité possede une structure unique qui donne au récepteur final des propriétés
pharmacologiques et fonctionnelles spécifiques (Traynelis et al., 2010). La composition en sous-unité
confére au récepteur final son affinité pour le ligand, ses cinétiques d’activation, d’inactivation, ses

propriétés de perméabilité aux cations et sa probabilité d’ouverture (Tableau 2 et Figure 22).

2.3.1 Activité pharmacologique des ligands
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Figure 21 : Mode d’activation classique du récepteur NMDA.
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Pour étre activé, ce récepteur nécessite la liaison de deux molécules d’agonistes, deux molécules de co-
agoniste ainsi que I’absence de magnésium au niveau du pore. L’absence du bloc magnésium est
généralement permit par la dépolarisation de la membrane représenté ici par la fléche jaune. L’ ouverture
du canal permet le passage des cations calciums, sodiums et potassiums. Modifié de Purves et al.,

Neurosciences 5™ édition.



Les agonistes

L’affinité pour le glutamate est forte pour la sous-unité¢ GluN2D (EC50 = 0.51uM) et diminue
progressivement jusqu’a la sous-unité¢ GluN2A (EC50 = 3.3uM) (Erreger et al., 2007). Celle-ci reste
cependant bien plus élevée que pour les récepteurs AMPA et kainate (EC50 > 100uM) (Attwell et Gibb,
2005). L’affinité pour le NMDA est plus forte pour la sous-unité GluN2D (EC50 = 7.30uM) et diminue
jusqu’a la sous-unit¢ GIluN2A (EC50 = 94.1uM) (Erreger et al., 2007). Il existe d’autres agonistes des
récepteurs NMDA tels que le D-aspartate (EC50 = 10uM), le L-aspartate (EC50 = 14uM), le N-méthyl-
L-aspartate (EC50 = 127uM) (Erreger et al., 2007).

Les co-agonistes

La glycine, premier co-agoniste du récepteur NMDA découvert (Johnson et Ascher, 1987) et la
D-sérine décrite en 1992 (Hashimoto et al., 1992) ont une forte affinité pour la sous-unité GluN2D
(EC50 = 0.13uM) qui diminue jusqu’a la sous-unité GluN2A (EC 50 = 1.31uM) (Chen et al., 2008;
Dravid et al.,, 2010). Il faut noter que dans la ME, la glycine est I'un des deux principaux
neurotransmetteurs inhibiteurs rapides avec le GABA. Ainsi par microdialyse chez le rat anesthésié a
I’halothane on retrouve des concentrations de glycine extracellulaires aux alentours de 2.6uM dans les
CDME (Whitehead et al., 2001a). Ces résultats peuvent laisser penser que le site du co-agoniste est
toujours saturé, a condition que la glycine puisse accéder aux récepteurs NMDA synaptique ce qui n’est
peut-étre pas le cas selon I’empaquetage des synapses par les cellules gliales. Il existe une diminution
de l’affinité du glutamate pour la sous-unit¢ GluN2 quand le site de liaison de la glycine est occupé et
inversement (Regalado et al., 2001), ce qui pourrait étre le cas dans la ME si le co-agoniste est
suffisamment concentré. Enfin, il existe d’autres co-agonistes que la glycine et la D-sérine tel que la L-

sérine (EC50 = 77uM), la D-alanine (EC = 0.89uM) et la L-alanine (EC50 = 36uM) (Chen et al., 2008).
Les antagonistes et modulateurs allostériques

Les antagonistes des récepteurs NMDA peuvent étre classés en fonction de leurs sites d’actions.
Les antagonistes qui se lient sur le méme site de liaison que 1’agoniste sont dit compétitifs tandis que
ceux se liant sur des sites différents sont non-compétitifs. Enfin les antagonistes qui bloquent le passage
des cations au niveau du pore sont appelés bloquants du pore. Seul quelques exemples d’antagonistes

sont donnés ici. Pour une liste plus exhaustive voir : Paoletti et Neyton (2007).
Antagonistes compétitifs

Parmi les premiers antagonistes compétitifs découverts, on trouve I’AP5 qui inhibe les
récepteurs NMDA contenant les sous-unités GluN2A (Ki = 0.28uM) et dont I’efficacité diminue jusqu’a
la sous-unit¢ GIuN2D (Ki = 3.7uM). Le 3-(2-Carboxypiperazin-4-yl)propyl-1-phosphonic acid (D-
CPP) inhibe les récepteurs NMDA contenant les sous-unités GluN2A (Ki = 0.04uM) et son efficacité
diminue jusqu’a la sous-unit¢ GIuN2D (Ki = 2uM) (Feng et al., 2005). L’acide (2R,3S)-1-
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Figure 22 : Propriétés biophysiques des récepteurs NMDA en fonction de la composition en
sous-unités.

(a) Cinétique de déactivation (en ms) des récepteurs NMDA, enregistrée sur des cellules
embryonnaires humaines du rein 293, apres une application bréve de glutamate (1ms) a ImM. Les
récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2A ont le temps de déactivation le plus rapide
tandis que les récepteurs contenant les sous-unités GIuN2D ont le temps de déactivation le plus lent.
(b) Effet de la composition en sous-unités sur les propriétés biophysiques du récepteur dont la
conductance unitaire en pS (y), la probabilité d'ouverure du canal (Po), I'affinité au glutamate et a la
glycine (indiqué par I'EC50), la constante de déactivation (t off en ms), la sensibilité au mg®* (indiqué
par I'[C50 calculé a -100mV) et la perméabilité calcique (pca/pcs). Les valeurs sont obtenues sur des
récepteurs GluN1a/GluN2. D’aprées Paoletti et al., 2013.



[(phenanthren-3-yl)carbonyl|piperazine-2,3-dicarboxylic) (UBP141) bloque préférentiellement les
récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2C/D (Ki = 3-4 uM) par rapport aux récepteurs
NMDA contenant les sous-unités GluN2A/B (Ki = 17-22uM) (Traynelis et al., 2010).

Antagonistes non-compétitifs

Le (4-((1H-Indol-7yl)carbamoyl)phenyl diethylcarbamate) (NAB14) est un antagoniste non-
compétitif spécifique des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GluN2C/D dont I’affinité est 800
fois plus élevée pour les sous-unités GIuN2C/D que pour les sous-unités GIuN2A/B (IC50 pour les sous-
unités GIluN2C/D environ égale a 0.5uM contre environ 2.5mM pour les sous-unit¢ GluN2A/B)
(Swanger et al., 2018). L’ifenprodil est un antagoniste non-compétitif des récepteurs NMDA (Williams,
1993) qui inhibe spécifiquement les sous-unités GluN2B (IC50 = 0.15uM contre 30-70uM pour les
sous-unités GIuN2A/C/D) (Hess et al., 1998).

Bloquants du pore

Outre les antagonistes disponibles qui empéchent 1’activation des récepteurs NMDA, il existe
des bloquants du pore qui permettent d’empécher le passage de cations. Il faut cependant noter que le
récepteur NMDA doit étre activé au préalable pour que le bloquant pénétre et bloque le pore. Parmi ces
molécules qui bloquent le pore du récepteur NMDA on retrouve le MK-801, la kétamine, la
mémantine et le Mg?>* (IC50 de I’ordre du nM pour le MK-801 et la mémantine et du uM pour la
kétamine et le Mg2+) (Bresink et al., 1996; Kuner et Schoepfer, 1996; Dravid et al., 2007; Kotermanski
et Johnson, 2009). Il est intéressant de noter que les récepteurs NMDA contenant les sous-unités

GIluN2C/D et GluN3 sont moins sensibles voire insensibles a ces bloqueurs (Henson et al., 2010).
Modulateurs allostériques

Il existe aussi des modulateurs allostériques des récepteurs NMDA. Ces modulateurs ont des
sites de liaisons différents des agonistes et co-agonistes, ils sont donc particuliérement utiles pour réguler
positivement ou négativement 1’activation des récepteurs NMDA. Parmi ces modulateurs on retrouve le
zine (Zn**) qui est un cation divalent co-libéré avec le glutamate dans certaines structures du SNC et
qui peut atteindre des concentrations de I’ordre du pM dans la fente synaptique (Vogt et al., 2000;
Paoletti et al., 2009). Il est intéressant de noter que le Zn*>* est co-détecté avec le GABA aux terminaisons
GABAergiques dans les laminae superficielles de souris (Wang et al., 2001). Le zinc libéré pourrait
donc réguler I’activité de récepteurs NMDA localisés sur les synapses inhibitrices. Le Zn**, qui se lie
sur le domaine N-terminal des sous-unités GluN2A, module négativement de manicre spécifique les
récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIluN2A (IC50 de I’ordre du nM) contrairement a la sous-
unité GIuN2B (IC50 de I’ordre du uM) (Paoletti et al., 1997). I est cependant a noter que le Zn** peut
avoir un effet de modulateur allostérique positif ou négatif selon sa concentration. Ainsi une

concentration faible de Zn** peut potentialiser les réponses des récepteurs NMDA contenant les sous-
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Tableau 2 : Pharmacologie des récepteurs NMDA

Les valeurs des EC50, IC50 et Ki sont exprimées en uM et ont été obtenues sur des récepteurs NMDA recombinants
exprimés dans la plupart des cas dans des ovocytes de Xénope et moins fréquemment dans des cellules HEK.
Abréviations : NMLA (N-Méthyl-L-Aspartate) ; D-CPP (4-(3-phosphonopropyl) piperazine-2-carboxylic acid) ;
UBP141 (2R,3S)-1-[(phenanthren-3-yl)carbonyl]piperazine-2,3-dicarboxylic acid) ; NABI4 (4-((1H-Indol-7-
yl)carbamoyl)phenyl diethylcarbamate) ; MKS801 (Dizocilpine) ; CIQ (3-chlorophenyl)(6,7-dimethoxy-1-((4-
methoxyphenoxy)methyl)-3,4-dihydroisoquinolin-2(1 H)yl)methanone) ; Prégnenolone S (Prégnenolone sulfate).

Type d'effet Substances Site de liaison GluN1/GluN2A  GluN1/GluN2B  GluN1/GluN2C  GluN1/GluN2D
Glutamate GluN2 ABD 33 2.86 1.68 0.51
NMDA GluN2 ABD 94.1 29.5 21.7 73
Agonistes D-aspartate GluN2 ABD 1.18 1.18 1.44 2.11
L-aspartate GluN2 ABD 1.15 1.34 1.21 1.77
NMLA GluN2 ABD 1.21 141 1.28 1.6
EC50 obtenues sur des récepteurs recombinants GluN1-1a/GIuN2 exprimés dans des ovocytes de xénope. D'apres Erreger et al., 2007
Glycine GluN1 ABD 1.31 0.72 0.34 0.13
D-sérine GluN1 ABD 1.27 0.65 032 0.16
Co-agonistes L-sérine GluN1 ABD 212 76.8 274 14.7
D-alanine GluN1 ABD 3.13 0.89 0.56 0.22
L-alanine GluN1 ABD 96.2 35.6 27.5 12.5
EC50 obtenues sur des récepteurs recombinants GluN1-1a/GluN2 exprimés dans des ovocytes de xénope. D'aprés Chen et al., 2008
Antagonistes APS5 GluN2 ABD 03 0.5 1.6 37
compétitifs D-CpPP GluN2 ABD 0.04 0.3 0.6 2
UBP-141 GluN2 ABD 14 19 4.2 2.8
Ki obtenues sur des récepteurs recombinants GluN1-1a/GluN2 exprimés dans des ovocytes de xénope. D'apres Paoletti et Neyton., 2007
Antagonistes non NABI14 GluN2C/D TMD 5170 3010 3.7 22
compétitifs Ifenprodil GluN2B NTD >30 0.15 >30 >30

IC50 obtenues sur des récepteurs recombinants GluN1-1a/GluN2 exprimés dans des oocytes de xénope.
D'apres Hess et al., 1998 ; Swanger et al., 2018

Bloqueur Magnésium TMD 20 20 80 80
du MK-801 TMD 0.01 0.01 0.1 0.1
pore Kétamine TMD 54 5.1 1.2 29
Mémantine TMD 13 10 1.6 1.8
IC50 obtenues sur des récepteurs recombinants GluN1-1a/GIuN2 exprimés dans des ovocytes de xénope ou cellules HEK.
D'aprés Kuner et Schoepfer., 1996 ; Yakakura et al., 1993 ; Bresink et al., 1996 et Kotermanski et al., 2009.
Modulateurs ClQ GluN2C/D TMD / / 2.8 3
allostériques
positifs Prégnenolone S GluN2 TMD 21 33 / /
Données obtenues sur des récepteurs recombinants GIluN1-1a/GluN2 exprimés dans des ovocytes de xénope.
D'apres Mullasseril et al., 2010 ; Malayev et al., 2009
Modulateurs Zinc GluN2A NTD 0.02 2 20 10
allos tériques Protons GluN1 ABD-TMD  pHIC50=6.92 / / /
négatifs Pregnanolone S GluN2 TMD 50 44 26 30

Données obtenues sur des récepteurs recombinants GluN1-1a/GluN2 exprimés dans des ovocytes de xénope.
D'aprés Petrovic et al., 2005 ; Rachline et al., 2005 ; Traynelis et al., 1998 ; Paoletti et al., 1997.




unités GluN1 du groupe « a» (EC50 = 0.50uM) tandis qu’a des concentrations plus élevées le Zn**
modulera négativement a la fois les sous-unités GluN1a et b (Hollmann et al., 1993). D’autres exemples
de modulateurs allostériques positifs et négatifs sont donnés dans le Tableau 2 (Paoletti et al., 1997;
Traynelis et al., 1998; Malayev et al., 2002; Petrovic et al., 2005; Rachline et al., 2005; Mullasseril et
al., 2010).

2.3.2 Cinétiques d’activation, de déactivation, perméabilité et sensibilité au magnésium et

probabilité d’ouverture

Cinétique d’activation et de déactivation

Les cinétiques d’activation du récepteur NMDA sont trés rapides cependant le temps
d’apparition d’un courant est de ’ordre de la dizaine de milliseconde ce qui est relativement lent par

rapport aux autres iGluRs.

Les cinétiques de déactivation des courants macroscopiques sont relativement rapides pour les
récepteurs NMDA contenant la sous-unit¢ GluN2A (40ms) et augmentent progressivement jusqu’au
récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIluN2D (2s) (Monyer et al., 1994) (Figure 22). La cinétique
de déactivation lente des courants conditionne la composante lente des courant postsynaptiques

excitateurs (CPSE) dépendants des récepteurs NMDA (Lester et al., 1990).
Perméabilité et sensibilité au magnésium

Les sous-unités vont aussi déterminer la perméabilité du récepteur, ¢’est-a-dire la capacité des
ions a traverser le pore. Les récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2A/B ont les
conductances les plus élevées avec une conductance principale de 50pS et une conductance moins
fréquente de 38pS. Ce sont aussi les sous-unités qui rendent le récepteur le plus sensible au blocage par
le Mg”" extracellulaire (IC50 = 15uM a -70mV). Les récepteurs NMDA contenant les sous-unités
GluN2C/D ont des conductances plus faible (37 et 18 pS) et sont moins sensibles au blocage par le Mg**
(IC50 = 80uM a -70mV) (Dingledine et al., 1999; Paoletti et al., 2013). La perméabilité au Ca*" est la
plus forte pour GluN2A et B (pCa/pCs de 7.5) et diminue jusqu’a GIuN2D (pCa/pCs de 4.5) (Burnashev
et al., 1995). Enfin les récepteurs NMDA contenant exclusivement des sous-unités GluN3 et GluN1 ont
une conductance similaire a celle des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2C/D (environ

37 et 12 pS) et sont décrits comme trés peu sensible au blocage par le Mg?* (Henson et al., 2010).
Probabilité d’ouverture

La composition en sous-unité affecte aussi la probabilité d’ouverture des récepteurs NMDA.

Ainsi les probabilités d’ouverture sont fortes pour les récepteurs NMDA composés de GIuN2A (0.5),
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diminuent a 0.1 pour GIluN2B et sont tres faibles pour GIuN2C et D (0.01) (Wyllie et al., 1998; Erreger
et al., 2005).

2.3.3 Désensibilisation, endocytose et déphosphorylation des récepteurs NMDA

L’activation des récepteurs NMDA entraine des phénomeénes en général réversibles. Cela est di
en partie a plusieurs mécanismes induisant la désensibilisation, I’endocytose ou la déphosphorylation.

Pour revue : Carroll et Zukin (2002). Dans la ME, ces mécanismes sont peu décrits.

La désensibilisation est généralement définie comme la diminution d’une réponse en présence
de stimulus continu ou d’applications répétées a intervalle court. Les récepteurs NMDA peuvent étre
désensibilisés suite a une exposition prolongée a la glycine et au glutamate (Hansen et al., 2018). Il a
aussi été montré une désensibilisation des récepteurs NMDA en présence de glycine et de zinc a des
concentrations non-saturantes. La désensibilisation a la glycine a été montré sur des récepteurs NMDA
recombinants exprimés par des cellules HEK293 et sur des neurones d’hippocampe de souris en culture
(Mayer et Vyklicky Jr, 1989; Zhu et al., 2016). La désensibilisation au zinc a ét¢ montrée sur des
récepteurs NMDA exprimés par des neurones de la rétine de rat (Chen et al., 1997). Ces types de
désensibilisation impliquent des modifications structurales des récepteurs NMDA mais les mécanismes
restent peu connus. Enfin, une augmentation de calcium intracellulaire libre sur une période de plusieurs
secondes peut aussi induire la désensibilisation des récepteurs NMDA dans les neurones d”hippocampe
de rat (Clark et al., 1990; Legendre et al., 1993). Les récepteurs NMDA contenant les sous-unités
GluN2A sont plus sensibles a ce type de désensibilisation que ceux contenant les sous-unités GluN2B/C

(Medina et al., 1995).

Le domaine C-terminal contient différents sites, en fonction des sous-unités du récepteur, qui
peuvent permettre I’endocytose des récepteurs NMDA. Le site nommé YEKL est par exemple reconnu
par la protéine AP2 (endocytic adaptor protein 2) impliquée dans I’endocytose des récepteurs (Roche et
al., 2001). II faut souligner que ces récepteurs sont relativement stables a la membrane comparés aux
récepteurs AMPA (Lissin et al., 1998; Carroll et al., 1999), en partie a cause de I’interaction avec la
protéine de la densité postsynaptique 95 (PSD95) (Carroll et Zukin, 2002). La phosphorylation du
récepteur par la PKC peut empécher cette interaction et favoriser le transport du récepteur hors de la

synapse et I’endocytose du récepteur (Tingley et al., 1997).

Enfin, ’activit¢ des récepteurs NMDA peut aussi étre réduite par des mécanismes de
déphosphorylation. Cette régulation a été mise en évidence sur des récepteurs NMDA recombinants
exprimés par des cellules HEK293 (Vissel et al., 2001) et sur des neurones en culture provenant de la

CDME de rat (Wang et al., 1996).
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Figure 23 : Expression des sous-unités des récepteurs NMDA dans la moelle épiniére.

(A) Détection des ARNm codant pour les sous-unités du récepteur NMDA par RT-PCR sur 6
neurones, 1 cellule gliale et un neurone contrdle sans transcriptase reverse. D’aprés Karlsson et al.,
2002.

(B) Détection des ARNm codants pour les sous-unités du récepteur NMDA par radiographie sur un
segment lombaire de la ME. (a) GluN1 (b) GluN2C dans la lamina II (c¢) GIluN2D dans la lamina II.
(d) GluN1 dans un motoneurone. (¢) GluN2D dans un motoneurone localisé dans la lamina IX.
Barres d’échelles : 30um (a) et 20um (b-¢). D’aprés Tolle et al., 1993.

(C) Détection de I’ARNm codant pour les sous-unités GluN2 sur des sections transversales de ME.
D’aprés Cumberbatch et al., 2002.

(D) Sections transversales de ME lombaire de rat (laminae III-V) marquées avec des anticorps anti
GIuN2A (a, dorsal et ¢, ventral) et GluN2B (b, dorsal et d, ventral). Barre d’échelle : 10pm. D’apres
Boyce et al., 1999.




3. Distribution des récepteurs NMDA

3.1 : Expression des sous-unités du récepteur NMDA

La localisation des récepteurs NMDA dans le SNC varie en fonction de la composition en sous-
unité et du stade de développement. Dans la ME, si les récepteurs NMDA sont exprimés de fagcon

ubiquitaire, on retrouve cependant des motifs d’expression en sous-unités différents.
GluN1

La présence de deux sous-unités GluN1 est indispensable a la formation d’un récepteur NMDA
fonctionnel. Celle-ci se retrouve donc assez logiquement exprimée de fagcon ubiquitaire peu importe le

stade de développement dans le SNC (Akazawa et al., 1994).

Dans la ME, il est notamment montré que I’ARNm codant pour GluN1 est distribué de fagcon
ubiquitaire chez le rat adulte (Tolle et al., 1993; Luque et al., 1994; Monyer et al., 1994; Héring et al.,
2018) et des données immunohistochimiques indiquent que cette sous-unité est largement exprimée

(Yung, 1998; Boyce et al., 1999; Nagy et al., 2004) (Figure 23).
GluN2

Les sous-unités GIuN2 comprennent quatre membres qui influencent fortement les
caractéristiques du récepteur NMDA. Selon le stade de développement et la structure nerveuse

concernée, I’expression de ces sous-unités varie fortement (Figure 23) (Cumberbatch et al., 2002).
GluN2 A

Dans le SNC, la sous-unité¢ GluN2A est trés peu exprimée pendant la période embryonnaire.
C’est au cours des 2 premicres semaines post natales qu’elle commence a étre exprimée et devient

prépondérante a I’age adulte.

On retrouve une grande quantité d’ARNm codant pour la sous-unit¢ GluN2A dans toute la
matiere grise spinale (Luque et al., 1994; Karlsson et al., 2002), bien que dans une étude, les auteurs
n’aient pas détect¢ de ARNm codant pour GIuN2A par hybridation in situ (Tolle et al., 1993). Des
données immunohistochimiques confirment la forte expression de cette sous-unité dans la ME (Yung,
1998; Boyce et al., 1999) qui semble enrichie dans les laminae III et IV d’aprés des données obtenues

par microscopie ¢électronique (Nagy et al., 2004).

GIluN2 B
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Dans les structures supraspinales, la sous-unité GIuN2B est exprimée pendant la période
embryonnaire et se trouve surtout dans le cortex et le thalamus. A 1’age adulte, cette sous-unité est

principalement localisée dans le cervelet et le bulbe olfactif (Watanabe et al., 1993).

Dans la ME, des ARNm codant pour la sous-unit¢ GIluN2B sont retrouvés en faible quantité a
E14 mais leur expression augmente fortement a E17 (Monyer et al., 1994). Ces ARNm sont présents
dans la lamina II et IX a I’age adulte dans la moelle épiniére cervicale de rat et plus généralement dans
toute la CD (Luque et al., 1994; Karlsson et al., 2002). Une étude récente a permis par une approche de
séquencage de cellules uniques dans les CDME de montrer la présence du géne Grin2B dans la totalité
des neurones analysés (Haring et al., 2018). Tout comme pour la sous-unité GluN2A, Tolle et al. (1993)
n’ont pas détecté d’ARNm codant cette sous-unité probablement a cause d’un probléme technique. Par
immunohistochimie et microscopie €lectronique chez le rat adulte il a ensuite été montré que la sous-

unité GluN2B se retrouve principalement dans les laminae I et II (Yung, 1998; Boyce et al., 1999).
GluN2 C

La sous-unit¢ GluN2C comme la sous-unité GluN2A est peu exprimée pendant la période
embryonnaire dans le SNC et apparait au cours des 2 premiéres semaines post natales. A 1’age adulte
I’expression de la sous-unité GluN2C se retrouve principalement dans le cervelet et le bulbe olfactif

(Watanabe et al., 1993).

Concernant la ME, la présence d’ARNm pour la sous-unit¢ GluN2C a été détectée dans une
faible proportion de neurones de la lamina II (Tolle et al., 1993) et dans une faible proportion de
neurones dans la CD plus généralement (Karlsson et al., 2002). L’étude de Héring et al. (2018) semble
indiquer une présence faible du gene Grin2C dans les interneurones excitateurs et Iégerement plus
importante dans les interneurones inhibiteurs. Ces résultats sont cependant en désaccord avec une étude
ou les ARNm codants pour cette sous-unité n’ont pas été détectés (Luque et al., 1994). De plus, des
données immunohistochimiques n’ont pas permis de mettre en évidence [’expression de cette sous-unité
dans la ME (Yung, 1998). Ces résultats en apparence contradictoires peuvent s’expliquer par la difficulté
de trouver des anticorps spécifiques pour les sous-unités GluN2C et par la faible proportion de neurones

qui expriment le gene Grin2C (Héring et al., 2018), voir http://linnarssonlab.org/dorsalhorn/).

GIluN2 D

Dans le SNC, la sous-unit¢ GIluN2D est exprimée pendant la période embryonnaire dans les
régions caudales. A 1’age adulte, I’expression de la sous-unité GIuN2D diminue fortement mais reste

présente dans le diencéphale et mésencéphale.

Dans la ME, des ARNm codant pour la sous-unité GluN2D ont été retrouvés en faibles quantités
a E14 mais augmentent fortement a E17 (Monyer et al., 1994). Les ARNm pour cette sous-unité sont

retrouvés de fagon diffuse mais avec un signal faible (Tolle et al., 1993; Karlsson et al., 2002). Dans la
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CD, il semble que le gene Grin2D soit exprimé faiblement dans les interneurones excitateurs et plus
fortement dans les interneurones inhibiteurs (Haring et al., 2018). Deux études n’ont pas permis de
retrouver d’ARNm ou d’expression de la sous-unité GluN2D dans la ME (Yung, 1998). Comme pour
la sous-unité GIuN2C, une faible expression de la sous-unité¢ GluN2D et le manque d’anticorps efficace

peuvent étre a 1’origine de ces résultats.

Des ¢études fonctionnelles tendent a confirmer la présence des sous-unités GluN2C/D dans la
ME de rat jeune et adulte (Momiyama, 2000; Green et Gibb, 2001; Hildebrand et al., 2014). Dans ces
études, des approches d’électrophysiologie sur canal unique permettent d’observer des conductances
correspondant a 1’activation des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2C/D. De plus en
utilisant a profit les différentes sensibilités au Mg®" des récepteurs NMDA selon leurs compositions en
sous-unité, il a ét€ montré dans la CD de souris la présence de sous-unités GluN2C/D fonctionnelles et
principalement exprimées par les interneurones inhibiteurs (Shiokawa et al., 2010). Il faut cependant
noter que cette étude a été réalisée sur des souris jeunes (P14), un stade de développement auquel la

composition en sous-unités du récepteur NMDA est encore susceptible d’évoluer.
GluN3

Il existe deux sous-unité GluN3 (GluN3A et B) qui modifient aussi les propriétés des récepteurs
NMDA (Henson et al., 2010). Un récepteur composé de deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités
GIluN3 est un récepteur excitateur activé par la glycine étant donné que le site de liaison du glutamate
se trouve sur les sous-unités GIuN2. Ce type de récepteur existe dans un systéme recombinant
(Chatterton et al., 2002) et a été observé dans une étude sur des nerfs optiques ex-vivo (Pifia-Crespo et
al., 2010). Des données combinant une approche électrophysiologique et un nouveau modulateur
allostérique positif des récepteurs NMDA contenant les sous-unité GIluN3A (le CGP-78608) indiquent
que ce type de récepteur est exprimé et fonctionnel dans I’hippocampe de souris jeune (P8-P12) (Grand
et al., 2018). Récemment, il a aussi été montré que ces récepteurs peuvent étre exprimés et fonctionnels

dans I’habenula chez la souris adulte (Otsu et al., 2019).
GIuN3 A

Par des analyses d’hybridation in situ et d’ immunocytochimie, il a été montré que la sous-unité
GIluN3A est assez fortement exprimée les premiers jours apres la naissance notamment dans le thalamus.
A I’age adulte, cette sous-unité est principalement détectée dans le bulbe olfactif (Sucher et al., 1995).

Dans les CDME, le géne Grin3A est retrouvé dans tous les neurones (Héring et al., 2018).
GluN3 B

A I’inverse de la sous-unité GIuN3A, la sous-unité GluN3B est faiblement exprimée dans le

SNC a la naissance et son expression augmente au cours du développement. Dans la ME, ’ARNm
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codant pour la sous-unité GluN3B se retrouve essentiellement dans la corne ventrale (Chatterton et al.,

2002) et le géne Grin3B n’est pas détecté dans la CD (Héring et al., 2018).

En résumé, chez le rongeur, méme si les données d’hybridation in situ et d’immunocytochimie
sont parfois en contradiction, il apparait que dans la ME, les récepteurs NMDA sont exprimés de facon
ubiquitaire. Les récepteurs composés des sous-unités GluN1, GluN2A, GluN2B et GluN3A sont les plus
fréquemment retrouvés. La sous-unité GluN2C est la moins exprimée mais le géne Grin2C est retrouvé
dans certains interneurones inhibiteurs. La sous-unité GluN2D est assez largement exprimée mais avec
des niveaux d’expression faibles et comme pour le géne Grin2C, le géne Grin2D est préférentiellement

exprimé par les interneurones inhibiteurs.

3.2. Localisation cellulaire et subcellulaire des récepteurs NMDA et role physiologique

3.2.1 Sur les neurones excitateurs

Dans la ME, les récepteurs NMDA sont exprimés a la membrane de la quasi-totalité¢ des

neurones excitateurs (Nagy et al., 2004) et sont composés des sous-unités GluN2A/B essentiellement.
A D’élément postsynaptique

D’un point de vue subcellulaire, les récepteurs NMDA sont localisés en majorité a la densité
postsynaptique et jouent un role clef dans de nombreux mécanismes de plasticité dépendants de 1’entrée
de calcium suite a I’ouverture du canal des récepteurs NMDA (Malenka et Nicoll, 1993). Il est montré
dans I’hippocampe de rat que les récepteurs NMDA postsynaptiques et extrasynaptiques présentent des
caractéristiques distinctes. Les récepteurs NMDA postsynaptiques sont majoritairement constitués de la

sous-unité GIluN2A et leur co-agoniste préférentiel serait la D-sérine (Papouin et al., 2012).
En extra-synaptique

Les récepteurs NMDA ont aussi une localisation extra-synaptique a une distance supérieure a
100nm de la densité postsynaptique dans la lamina II des CDME (Momiyama, 2000) ainsi que dans
d’autres régions du SNC tel que le cortex somatosensoriel (Valtschanoff et al., 1999), le cervelet
(Petralia et al., 2002) et I’hippocampe (Papouin et al., 2012) ou ils exercent des rdles différents des
récepteurs NMDA synaptiques (Petralia et al., 2010).

Trés peu d’études ont été réalisées pour déterminer le role de ces récepteurs NMDA extra-
synaptique dans la ME. 1l a toutefois ét¢é montré qu’une diffusion latérale de glycine dans la ME peut

faciliter 1’activation de récepteurs NMDA extrasynaptiques ce qui pourrait éventuellement contribuer
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au développement de symptomes douloureux (Ahmadi et al., 2003). Le role de ces récepteurs NMDA
extra-synaptique est mieux connu dans d’autres régions du SNC. Quelque uns de ces rdles sont décrits

et pourraient éventuellement étre retrouvés dans la ME.

Par exemple, sur des cultures de neurones d’hippocampe de rat, 1’activation des récepteurs
NMDA extrasynaptiques (contenant la sous-unité GluN2B) va avoir un effet inverse a 1’activation des
récepteurs NMDA synaptiques (contenant la sous-unité GIuN2A) en inhibant I’activation de la voie
ERK. Cela aura pour effet d’empécher 1’adressage de récepteurs AMPA a la membrane (Kim et al.,
2005). 11 est généralement considéré que 1’on retrouve plus de récepteurs NMDA extra-synaptiques
contenant la sous-unité GluN2B que la sous-unité¢ GluN2A (Fellin et al., 2004; Papouin et al., 2012) et

leur co-agoniste de préférence serait la glycine (Papouin et al., 2012).

Les récepteurs NMDA extrasynaptiques contenant les sous-unités GIuN2C et GIuN2D
participent aussi a la transmission synaptique et aux phénomenes de plasticité. Dans le noyau sous-
thalamique, les récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2D régulent la transmission
synaptique excitatrice in vivo (Swanger et al., 2015) tandis que des données obtenues in vitro dans le
cervelet indiquent que les récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2C sont impliqués dans
I’intégration et la transmission des informations (Schwartz et al., 2012). Par des approches
d’électrophysiologie sur tranches d’hippocampe, il a été montré que les récepteurs NMDA contenant les
sous-unités GIuN2D localisés en extrasynaptique sont recrutés a la synapse et participent aux

mécanismes de plasticité suite a un protocole de stimulation a haute fréquence (Harney et al., 2008).

Parmi les réles des récepteurs NMDA extrasynaptiques, il a aussi été montré sur des neurones
d’hippocampe en culture que leur activation serait responsable de I’apoptose des neurones tandis que
les récepteurs NMDA synaptiques favoriseraient la survie (Hardingham et al., 2002). Entre temps, ces
résultats ont été remis en questions et des études montrent que 1’activation des récepteurs NMDA
postsynaptique (Papouin et al., 2012) ou la co-activation des récepteurs NMDA synaptiques et

extrasynaptiques est responsable de I’initiation de I’apoptose (Zhou et al., 2015).
A D’élément présynaptique

Si I’expression de récepteur NMDA sur 1’élément présynaptique semblait rare a sa découverte
dans les années 1990 (Fink et al., 1990; Pittaluga et Raiteri, 1992), elle est maintenant retrouvée dans
de nombreuses structures dans le SNC telles que I’amygdale (Humeau et al., 2003), le cervelet (Casado
et al., 2000; Casado et al., 2002), le striatum (Park et al., 2014), I’hippocampe (McGuinness et al., 2010)
et la ME. Pour revue voir Bouvier et al. (2015). Ainsi, par microscopie €lectronique, il a été mis en
évidence la présence de récepteurs NMDA présynaptiques dans la corne dorsale et ventrale
principalement sur les terminaisons des fibres afférentes (Liu et al., 1994). La présence de ces récepteurs
a par la suite ét¢ confirmée par des données fonctionnelles montrant que des récepteurs NMDA

présynaptiques dans la CD de la ME participent a la régulation de la transmission synaptique excitatrice
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en facilitant notamment la libération de glutamate et de SP par les fibres afférentes véhiculant des

informations nociceptives (Bardoni et al., 2004; Zeng et al., 20006).

Les récepteurs NMDA présynaptiques sont idéalement localisés pour contrdler la libération de
neurotransmetteur et moduler 1’élément présynaptique. Dans la majorité des cas, les récepteurs NMDA
présynaptiques facilitent la libération de neurotransmetteur par 1’augmentation de calcium dans les
terminaisons axonales, ce qui déclenche I’exocytose des vésicules synaptiques (Glitsch, 2008;
McGuinness et al., 2010). Cependant leur action peut aussi étre due a I’entrée de sodium qui est
suffisante pour augmenter la libération de glutamate dans le cortex visuel ou au couplage a des voies
intracellulaires telles que celle de la PKC (Kunz et al., 2013). Récemment, il a ét€ montré dans la couche
5 du cortex visuel de souris jeunes que les libérations spontanées ou évoquées sont régulées par les
récepteurs NMDA présynaptiques de maniere différentes. Les auteurs montrent que ces récepteurs
NMDA régulent les vésicules prétes a étre libérées pour permettre une libération rapide en condition
évoquée qui dépend de RIM1af tandis que la régulation de la libération spontanée dépend de kinases c-

Jun N-terminale 2 (Abrahamsson et al., 2017).

Dans la ME, les récepteurs NMDA présynaptiques localisés sur les terminaisons de neurones
excitateurs semblent agir comme des autorécepteurs et participent a la modulation de la transmission

synaptique excitatrice.

3.2.2 Sur les interneurones inhibiteurs

A D’élément postsynaptique

Dans les structures supraspinales, les récepteurs NMDA présent a I’élément postsynaptique de

neurones inhibiteurs sont responsables de mécanismes de plasticité (chapitre II) (Vithlani et al., 2011).

Dans la ME, trés peu d’études relatent 1’expression de récepteurs NMDA par des neurones
inhibiteurs. Il est toutefois intéressant de noter que chez le rat adulte, des données de microscopie
¢lectronique suggerent une expression de la sous-unité GluN1 sur les neurones inhibiteurs de la CD (Lu
et al., 2005). Ces récepteurs sont notamment importants dans 1’induction de la LTP de la transmission
glycinergique ciblant les neurones GABAergiques dans la lamina II (Kloc et al., 2019) (Chapitre II).
Cette LTP pourrait mener a une inhibition accrue des neurones GABAergiques et a la désinhibition du

réseau.
A ’élément présynaptique
Dans I’é¢tude de Lu et al. (2005), les auteurs ont montré qu'en plus des €éléments postsynaptiques,

les ¢éléments présynaptiques sont aussi positifs pour le marquage de la sous-unit¢ GluN1. Dans les
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laminae I a I1I, en moyenne : 37% des terminaisons synaptiques GABAergiques exprimant la GAD65
sont positifs pour la sous-unité GIuN1. Ces neurones inhibiteurs sont des interneurones inhibiteurs

locaux tel que les neurones centraux ou en ilots, localisés dans la lamina II.

Dans la ME, les récepteurs NMDA localisés sur les terminaisons inhibitrices pourraient agir
comme des hétérorécepteurs activés par le glutamate provenant de cellules gliales, de synapses
excitatrices voisines ou encore d’un neurone postsynaptique excitateur. L activation de ces récepteurs
pourrait ensuite moduler la synthése et/ou la libération de GABA. Ce type de récepteur est observé dans
certaines structures tel que le cervelet ou il est a I’origine d’une forme de plasticité de la synapse
inhibitrice nommée potentialisation de I’inhibition induite par la dépolarisation (depolarization-induced
potentiation of inhibition). L’induction de cette plasticité est permise par I’entrée rapide de calcium dans
une cellule de Purkinje postsynaptique qui induit la libération de glutamate. Le glutamate agit alors
comme un messager rétrograde et active les récepteurs NMDA présynaptiques des terminaisons
GABAergiques. L’activation de ces récepteurs induit la libération de calcium par les stocks
présynaptiques ce qui a pour effet de faciliter la transmission GABAergique (Duguid et Smart, 2004).
De facon similaire, sur les cellules en étoile du cervelet, il est montré que des récepteurs NMDA
présynaptique hétérotrimérique (contenant deux sous-unités GIluN1 et deux autres sous-unités
différentes I’une de 1’autre) composés des sous-unités GluN2B et D jouent un role clef dans la régulation
de la transmission GABAergique. Ces récepteurs sont activeés par du glutamate provenant de synapses
excitatrices voisines et induisent une potentialisation a long terme de la libération de GABA (Liu et
Lachamp, 2006). Enfin, une modulation négative de la libération de GABA peut aussi avoir lieu apres
’activation des récepteurs NMDA présynaptiques comme il est observé sur le nerf optique de Xénope

apres une stimulation en burst théta (Lien et al., 20006).

Dans le SNC, ces récepteurs NMDA exprimés aux terminaison axonales d’interneurones
inhibiteurs peuvent servir de senseur de glutamate et ainsi détecter 1’activité environnante. En cas d’une
activité excitatrice trop importante par exemple, les récepteurs NMDA localis€s a ces terminaisons
faciliteraient la libération de GABA pour contréler le niveau d’excitation au sein du réseau. Ces
récepteurs sont idéalement placés pour permettre une communication croisée entre synapse excitatrice
et inhibitrice. Dans la ME, le role de ces récepteurs présynaptiques reste cependant inconnu. Il est donc
envisageable qu’ils agissent aussi comme des détecteurs de I’activité du réseau et qu’ils puissent
moduler la transmission synaptique GABAergique et sans doute modifier 1’intégration spinale des

informations nociceptives.

3.2.3 Sur les cellules gliales
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Pendant longtemps, il fut considéré que les récepteurs NMDA n’étaient exprimés que par les
neurones dans le SNC. Cependant depuis une vingtaine d’année environ, des études combinant des
approches d’¢lectrophysiologie et d’immunohistochimie ont permis de montrer 1’existence de récepteurs

NMDA gliaux fonctionnels.
Présence du géne

Les données prouvant la présence d’ARNm des différentes sous-unités du récepteur NMDA
dans les cellules gliales ont principalement été obtenues sur des cellules gliales provenant du cortex de
souris et d’humain. Les résultats indiquent la détection des sept sous-unités du récepteurs NMDA
(Rusnakova et al., 2013; Orre et al., 2014). Moins d’études ont été réalisées dans la ME et les résultats
obtenus par PCR sur cellule unique montrent soit I’absence de ARNm codant pour les sous-unités du
récepteur NMDA dans les cellules gliales de la ME de rat (Karlsson et al., 2002) soit la présence des

ARNm codant pour la sous-unité GluN1 sur des cultures d’une semaine (Zhou et al., 2010).
Preuve fonctionnelle de I’expression de récepteurs NMDA gliaux

Des données électrophysiologiques obtenues sur des tranches transversales lombaires de ME de
jeunes rats (P5-P13) indiquent la présence de récepteurs NMDA sur les astrocytes, les oligodendrocytes
et les cellules précurseurs d’astrocytes et d’oligodendrocytes. En effet I’application de NMDA induit
I’apparition d’un courant non affecté par les antagonistes des récepteurs AMPA et Kainate sur 96% de
ces cellules (Ziak et al., 1998). Ces données fonctionnelles indiquant I’existence de récepteurs NMDA
astrocytaires sont soutenues par des données obtenues par une approche immunohistochimique montrant
I’expression des sous-unités GluN1 sur les prolongements astrocytaires dans le cortex de rat adulte

(Conti et al., 1996).
Particularité des récepteurs NMDA gliaux

Les données montrent que les récepteurs NMDA astrocytaires spinaux sont fonctionnels et non
bloqués par le Mg”* (Ziak et al., 1998; Lalo et al., 2006). Leur activation induit une augmentation
transitoire de la concentration de Ca*" libre intracellulaire qui est bloquée partiellement par I'AP5 et
'UBP141. De plus, leurs perméabilités au Ca*" sont assez faibles, ce qui correspond a des récepteurs
contenant les sous-unité GIluN2C/D ou GIuN3, compatible avec la faible sensibilité au bloc Mg*" des

récepteurs NMDA des astrocytes corticaux (Palygin et al., 2010).

En résumé, quelques études indiquent I’expression de récepteurs NMDA fonctionnels dans les
cellules gliales de la ME. Ces récepteurs pourraient étre des hétérotétrameres composés de deux sous-
unités GluN1 et deux sous-unités GluN2C/D et/ou GluN3A. Ces récepteurs pourraient induire une entrée
de calcium dans les cellules gliales suite a leur activation directement par I’ouverture du pore ou par un
mode d’action de type métabotropique comme montré sur des cultures d’astrocytes corticaux de rat ou

I’activation des récepteurs NMDA induit la libération de calcium stocké dans le réticulum
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Synapse excitatrice Synapse inhibitrice

Figure 24 : Sources de glutamate et des co-agonistes glycine et D-sérine dans la moelle épiniére
de souris adulte.

Selon la synapse considérée, le glutamate peut provenir des cellules gliales voisines (1), des synapses
excitatrices environnantes par diffusion latérale (2), de la cellule postsynaptique par diffusion
rétrograde (3) ou de la cellule pré-synaptique par une action autocrine (4). La D-sérine peut provenir
des cellules gliales (1) et potentiellement des neurones présynaptiques (4) tandis que la glycine
provient essentiellement des synapses glycinergiques environnantes par diffusion (non représenté).
Modifier de Bouvier et al., 2015.



endoplasmique (Gérard et Hansson, 2012). Dans la ME, 1’augmentation de calcium intracellulaire libre
dans les cellules gliales pourrait induire la libération de gliotransmetteurs (D-sérine, ATP, glutamate) et

participer a la régulation de la transmission synaptique.

4. Sources des ligands endogénes dans la ME

Sources du glutamate

Dans la ME, les ligands endogenes du récepteur NMDA peuvent provenir de multiples sources.
Toutes les fibres afférentes de la ME sont excitatrices et libérent du glutamate ce qui représente une
premiere source d’agoniste. De plus, dans la lamina II, le réseau d’interneurones est constitué environ a
70% d’interneurones excitateurs glutamatergiques (Todd, 2010), ce qui représente une deuxieéme source
de glutamate. On sait que dans certains cas pathologiques, tel qu’une Iésion nerveuse (SNI), les fibres
afférentes développent une activité exacerbée et libérent plus de glutamate (Wall et al., 1974; Liu et al.,
2000; Wu et al., 2001). Cette libération accrue de glutamate n’est pas compensée par une augmentation
de la recapture par les transporteurs membranaires, ce qui se traduit par I’augmentation de la
concentration extracellulaire de glutamate (Inquimbert et al., 2012). Un blocage pharmacologique des
transporteurs du glutamate induit aussi I’augmentation de glutamate extracellulaire (Thomson et al.,
2006). Dans ces deux cas de figure, il peut se produire une diffusion latérale (« spill-over ») de glutamate
qui pourrait activer des récepteurs NMDA localisés a distance de la densité postsynaptique ou sur des
synapses inhibitrices. Une troisieme source de glutamate pourrait provenir de cellules gliales
environnantes. Ces cellules et notamment les astrocytes sont connues dans le SNC pour moduler la
transmission synaptique et pour étre impliquées dans la régulation de 1’activité neuronale (Araque et al.,
2014; Um, 2017). 11 est également €tabli que les astrocytes peuvent libérer des gliotransmetteurs parmi
lesquelles le glutamate (Jourdain et al., 2007; Navarrete et Araque, 2008) ainsi que de la D-sérine (Schell
et al., 1995; Panatier et al., 2006). Un tel mécanisme est également envisageable dans la ME. Des
récepteurs NMDA présynaptiques pourraient étre activés par du glutamate libéré par un neurone
postsynaptique excitateur suite a une dépolarisation. Le glutamate pourrait agir comme un messager
rétrograde comme c’est le cas dans le cervelet (Duguid et Smart, 2004; Lien et al., 2006; Liu et Lachamp,
2006). Enfin, des récepteurs NMDA présynaptiques pourraient étre activés par des synapses
glutamatergiques axo-axoniques comme c’est le cas dans la ME de lamproie (Cochilla et Alford, 1997).
Cependant, ce genre de contact axo-axonique excitateur n’a jamais été décrit dans la CDME de
mammifeéres. Les différentes sources de glutamate qui pourraient activer des récepteurs NMDA
présynaptiques exprimés a la terminaison de neurones excitateurs et inhibiteurs dans la ME sont

schématisés dans la Figure 24.

Source de la glycine et D-sérine
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Figure 25 : Réle physiopathologique des récepteurs NMDA dans les neurones de la CDME et

mécanismes de plasticités.

A) Les récepteurs NMDA sont dans un état quiescent dans un état physiologique de base. B) Les neurones
sont activés par les CPSEs rapides et potentialisés par les CPSEs lents C) La modulation par les
kinases/phosphatases intracellulaires induit la sensibilisation centrale en facilitant I’expression et la
fonction des récepteurs AMPA, kainate et NMDA. D) Cette plasticité est sous-tendue par I’insertion a la
membrane de récepteurs AMPA et NMDA, par la perte d’interneurones inhibiteurs et la mise en place de

connexions anormales. D’aprés Woolf et Salter., 2000.




Concernant les co-agonistes, la glycine libérée par les interneurones glycinergiques spinaux

constitue une premicre source de co-agoniste potentielle (Whitehead et al., 2001b; Ahmadi et al., 2003).

Par des approches immunohistochimiques, il a ét¢é montré dans les CDME que la sérine
racémase, I’enzyme responsable de la formation de D-sérine, est principalement exprimée dans les
astrocytes (Lefévre et al., 2015). En effet il est montré dans cette étude une forte co-localisation (70%)
entre D’anticorps anti sérine racémase et [’anticorps anti GFAP. La D-sérine provient donc
principalement des astrocytes (Schell et al., 1995; Panatier et al., 2006). Il n’est cependant pas exclu que
la D-sérine puisse provenir en partie des neurones comme cela a été montré dans le cervelet (Miya et
al., 2008), dans des cultures de neurones corticaux (Kartvelishvily et al., 2006; Rosenberg et al., 2010)
et sur des tranches de cortex (Rosenberg et al., 2010).

5. Role physiopathologique des récepteurs NMDA dans la ME

5.1 Role physiologique

L’application de NMDA par iontophoreése sur des neurones de la CD de rats sains permet
d’augmenter la réponse des neurones spinaux (dont 60% de neurones de projection) a des stimulations
nociceptives et non nociceptives (Aanonsen et al., 1990) et I’injection de NMDA par voie intrathécale
induit une réponse pro nociceptive (Aanonsen et Wilcox, 1987). On pourrait donc penser que les
récepteurs NMDA jouent un réle important dans le traitement des informations nociceptives aigiies.
Plus récemment, des études ont cependant montré que 1’utilisation d’antagonistes des récepteurs NMDA
ne modifie pas la transmission synaptique et le comportement chez des animaux sains, suggérant ainsi
que les récepteurs NMDA de la CD seraient majoritairement dans un état silencieux et ne participeraient
pas ou peu au traitement des informations nociceptives (Figure 25A). Les récepteurs NMDA sont
cependant importants dans le mécanisme de « gate control » (Figure 13). En effet, [’activation lente de
ces récepteurs (10-20ms) aux synapses entre fibres afférentes et neurones de la CD laisse suffisamment

de temps aux entrées inhibitrices pour empécher I’initiation de potentiels d’actions (Zhang et al., 2018).

Une composante clef du traitement de I’information synaptique dans la ME est que le réseau
spinal est trés plastique et peut faire I’objet de différente modifications structurelles et fonctionnelles
réversibles (Woolf, 1983; Dubner et Ruda, 1992). Ce phénomene appelé plasticité refléte entre autres
des changements dans ’efficacité de la transmission synaptique. Dans la ME, les récepteurs NMDA
sont en conditions physiologiques dans un état silencieux. Cependant en cas de stimulation répétée ou
intense des fibres afférentes primaires, I’augmentation de glutamate libéré dans les CDME va induire le
recrutement des récepteurs NMDA. 11 est maintenant bien établi que dans la ME, les récepteurs NMDA

jouent un role primordial dans les phénoménes de plasticité du fait de leur forte perméabilité au ions
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Ca?*. Parmi les phénomeénes de plasticité spinale dans lesquels les récepteurs NMDA sont impliqués

(Figure 25) on peut citer :
La potentialisation a long terme NMDA-dépendante de la synapse excitatrice

11 s’agit d’une des formes de plasticité les plus fréquemment décrites dans le SNC. Brievement,
elle induit de fagon activité-dépendante une augmentation de la transmission synaptique a long terme
entre deux neurones. Ce type de LTP a été montré dans la CDME entre fibres de type C ou Ad. Un
moyen couramment utilisé pour induire cette LTP est d’utiliser un protocole de stimulation a haute
fréquence (3x1sec a 100Hz) (Randi¢ et al., 1993; lkeda et al., 2003). Dans les CDME, ce type de
plasticité est exprimé au niveau postsynaptique et dépend du calcium. L’augmentation de calcium
intracellulaire libre peut impliquer I’ouverture des récepteurs NMDA suite a la dépolarisation de la
membrane (Ikeda et al., 2006), I’ouverture de canaux calcium voltage-dépendants et 1’activation de
récepteurs métabotropes du glutamate du groupe I (Azkue et al., 2003). Cela induit 1’activation de
différentes voies de signalisation dans les neurones de la ME tel que la voie CaMKII, PKA, PLC, IP3
et ERK. L’activation de ces voies induit ensuite la synthése de nouvelles protéines, I’augmentation de
I’expression des récepteurs AMPA a la membrane, la phosphorylation de protéines synaptiques tels que
les récepteurs AMPA/NMDA responsables de la LTP. Pour les fibres C, la LTP est bloquée par un
antagoniste des récepteurs NMDA (Liu et Sandkiihler, 1995).

La dépression a long terme NMDA dépendante de la synapse excitatrice

C’est une forme de plasticité qui a I’inverse de la LTP, aboutit a une diminution a long terme de
la transmission synaptique. Comme pour la LTP, des mécanismes de LTD de la synapse inhibitrice
impliquant I’activation des récepteurs NMDA ont été étudiées notamment sur le nerf optique de Xénope
et sont aussi décrites dans la partie 2.2. Dans la CD, un mécanisme de LTD consiste en 1’internalisation
des récepteurs AMPA par les interneurones suite a I’activation a basse fréquence des fibres afférentes
primaire (Song et Huganir, 2002). Le lecteur voulant plus de détails sur les mécanismes liés a la LTP et

LTD dépendantes des récepteurs NMDA peut se référer a la revue de Liischer et Malenka (2012).

D’un point de vue évolutif, ces mécanismes de plasticité réversibles sont utiles pour la survie.
En effet le développement d’une allodynie ou d’une hyperalgésie temporaire permettra d’éviter de
stimuler une zone lésée et de permettre ainsi la guérison. Cependant dans certains cas pathologiques
telle qu’une 1ésion nerveuse, ces symptdmes douloureux vont persister méme apres la récupération et

vont devenir handicapants.

5.2 Role dans le développement et le maintien de douleurs neuropathiques
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Figure 26 : La sensibilisation centrale.

(1) La sensibilisation glutamate/récepteur NMDA dépendante. Suite a une stimulation intense ou a une Iésion
nerveuse, les fibres afférentes C et Ad ont une activité augmentée et libérent plus de neurotransmetteurs dont le
glutamate, la SP, le CGRP et ’ATP au niveau de la corne dorsale. Cela permet le recrutement de récepteur NMDA
normalement dans un état quiescent et 1’augmentation de calcium intracellulaire ce qui active plusieurs voies
intracellulaires tel que celle de la MAPK, la PKC, la PKA, la PI3K et la Src. Cela aura pour conséquence
d’augmenter D’excitabilit¢ des neurones et la transmission d’informations nociceptives au cerveau.
(2) La désinhibition. En condition physiologique, les interneurones inhibiteurs en bleu modulent continuellement
I’information nociceptive par la libération de GABA et/ou glycine. Dans certains cas pathologiques, cette inhibition
est perdue ce qui entraine le développement de symptomes associés aux douleurs neuropathiques. La désinhibition
peut aussi permettre au fibres AP d’avoir accés au circuit de la transmission nociceptive, ce qui peut aboutir au fait
que des stimuli normalement non nociceptifs soient pergus comme nociceptifs (allodynie). Cela est dii en partie a la
perte du contréle inhibiteur sur les neurones exprimant la PKCy au niveau de la LIII (Peirs et al 2015).
(3) L’activation gliale. Une Iésion nerveuse périphérique induit la libération d’ATP et de cytokines qui permettent
d’activer les cellules microgliales. Ces microglies activées libérent du BDNF qui peut activer les récepteurs TrkB
exprimés par des neurones de la LI, ceci augmente 1’excitabilité des neurones et induit le développement d'états
d’hyperalgésie et d’allodynie. La microglie activée libére d’autres cytokines tel que le TNFa, les interleukines-1f et
6 et d’autres facteurs contribuant a la sensibilisation centrale. D’aprés Basbaum et al., 2009.



Cette partie sera centrée sur le role des récepteurs NMDA dans ’initiation et le maintien des
¢tats de douleurs neuropathiques (Wu et Zhuo, 2009). Le role des récepteurs NMDA dans les processus
inflammatoires ne sera pas abordé bien qu’il soit bien établi (Ren et Dubner, 1993; South et al., 2003;

Cheng et al., 2008; Weyerbacher et al., 2010).
5.2.1 La sensibilisation centrale

De nombreuses études ont visé a essayer de mieux comprendre le role des récepteurs NMDA
dans le développement et le maintien des douleurs neuropathiques. Il est apparu que I’injection
intrathécale de NMDA ou I’application par iontophorése dans la corne dorsale de rats naifs est suffisante
pour induire une sensibilisation centrale (Aanonsen et Wilcox, 1987; Aanonsen et al., 1990). La
sensibilisation centrale peut étre définie comme 1’augmentation de la réponse des neurones nociceptifs
dans le SNC a leurs stimuli habituels. Ce processus réversible semblable a la LTP NMDA dépendante
nécessite une augmentation de Ca*" intracellulaire libre, celle-ci provient principalement des récepteurs
NMDA mais peut aussi avoir lieu par les récepteurs AMPA (Larsson et Broman, 2008), les canaux
calcium voltage dépendants et les stocks intracellulaires de Ca** (Woolf et Salter, 2000). L’augmentation
de Ca®" intracellulaire va permettre d’activer la CaMKII (Lisman et al., 2002) ainsi que la PKC qui sont
deux effecteurs majeurs de la sensibilisation centrale. L’activation subséquente de la PKA et de ERK
vont permettre avec la PKC et la CaMKII de phosphoryler les récepteurs AMPA et NMDA, modifiant
leurs propriétés. En parallele, I’insertion de nouveaux récepteurs AMPA a la membrane et des

modifications transcriptionnelles vont avoir lieu.

Ces processus cellulaires trés brievement résumés ici mais revus de facon exhaustive ailleurs
(Latremoliere et Woolf, 2009) peuvent mener a une sensibilisation centrale et au développement de

symptomes tels que I’allodynie ou I’hyperalgésie.

Suite a une Iésion nerveuse, les fibres afférentes développent une activité spontanée exacerbée
induisant une augmentation de la libération de glutamate dans la CD et le recrutement de récepteurs
NMDA (Wall et al., 1974; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001; Latremoliere et Woolf, 2009). Cela peut
éventuellement conduire a un phénoméne de sensibilisation centrale impliqué dans le développement et
le maintien de douleurs chroniques. Plusieurs mécanismes participent a cette sensibilisation centrale.
Certains sont réversibles tel que 1’altération de la transmission excitatrice, le changement du gradient
chlorure et les nouvelles interactions entre neurones et cellules gliales. D’autres sont irréversibles,
comme c’est le cas pour la perte des interneurones inhibiteurs qui méne a la désinhibition du réseau

spinal (Figure 26).

La perte d’interneurones inhibiteurs par apoptose
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Figure 27 : La délétion conditionnelle de la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA dans
la corne dorsale empéche la transition de ’allodynie aigiie a chronique.

(A) Seuil du retrait de la patte en réponse a des stimulations mécaniques avec des filaments de
von Frey. (B) Aire sous la courbe des résultats sept jours post-SNI ; entre 7 et 21 jours post-SNI
et a plus de 21 jours post-SNI.

On observe que les souris ayant subi une SNI développent une allodynie mécanique en moins
d’une journée. De fagon trés intéressante, la délétion conditionnelle des sous-unités GluN1 dans
les CDME de souris ayant subi une SNI permet une récupération, commengant environ une
semaine aprés la SNI, des seuils nociceptifs mécaniques similaires aux souris contrdle. D’aprés
Inquimbert et al., 2018.



Dans la ME, suite a une Iésion nerveuse, il a été observé une mort neuronale par apoptose
(Moore et al., 2002) (Détaillé dans le chapitre I1). Cela peut étre di a des phénomeénes d’excitotoxicité
induits par une concentration élevée de glutamate dans la fente synaptique et/ou une entrée massive de
Ca*" dans la cellule. De fagon intéressante, la délétion de la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA dans
la CD bloque ce phénoméne chez la souris dans un modele de douleur neuropathique SNI (Inquimbert
et al., 2018) (Figure 27). Cela met en évidence le role essentiel du récepteur NMDA dans la perte des

interneurones inhibiteurs dans la CD.
Le changement du gradient transmembranaire des ions chlorure

Suite a une CCI chez le rat, ’expression du KCC2 est diminuée dans les neurones de la lamina
I (Coull et al., 2003) (Détaillé dans le chapitre 1I). L’augmentation d’expression du co-transporteur
KCC2 induite par I’injection intrathécale d’un vecteur lentiviral contenant le géne codant pour le KCC2
permet de restaurer la fonction du co-transporteur suite a une SNL et de rétablir un gradient chlorure
physiologique (environ -73mV comparé a -49mV apres une CCI). De plus, ce transfert viral de KCC2
permet de rétablir I’activité physiologique des récepteurs NMDA aux éléments pré et postsynaptique
dont I’activité est augmentée suite a une 1ésion nerveuse (Li et al., 2016). De maniére similaire, le
blocage pharmacologique des récepteurs NMDA aprés une SNL permet de rétablir un gradient chlorure
physiologique et I’inhibition synaptique (Lee et al., 2011; Zhou et al., 2012). Ces données indiquent que

les récepteurs NMDA jouent un réle important dans la régulation du transporteur KCC2.

5.2.2 Effet d’un blocage ou d’une délétion spécifique des récepteurs NMDA

Etant donné le role important des récepteurs NMDA dans la sensibilisation centrale, plusieurs
études ont été réalisées dans le but de diminuer ou bloquer ’activation des récepteurs NMDA sur des
mod¢éles animaux de douleurs neuropathiques et d’observer les conséquences sur la transmission

synaptique et sur le comportement.
Injection intrathécale d’antagonistes des récepteurs NMDA

Les antagonistes des récepteurs NMDA sont efficaces pour réduire les symptomes douloureux
dans plusieurs modéles de douleurs neuropathiques. Par exemple, 1’injection intrathécale de mémantine,
un bloquant du canal ionique des récepteurs NMDA, permet de réduire 1’allodynie mécanique chez les
souris sept jours aprés une SNL (Carlton et Hargett, 1995). De fagon similaire 1’injection intrathécale
de MK-801, un autre bloquant du canal, ou de I’antagoniste AP5, diminue 1’hyperalgésie thermique et
réduit I’hyperesthésie suite a une CCI chez le rat sans affecter la sensibilité de la patte controlatérale
(Seltzer et al., 1991; Yamamoto et Yaksh, 1992; Tal et Bennett, 1994). Enfin, sur un modéle de CCI

chez le rat, I’injection intrathécale d’AP5 réduit l'allodynie mécanique sans changer l'allodynie
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thermique au froid (Bennett et al., 2000). Dans toutes les études citées ci-dessus exceptée celle de Seltzer
et al. (1991), les injections intrathécales ont été réalisées entre 7 et 24 jours suivant la lésion ou la
constriction du nerf sciatique, une période ou les douleurs neuropathiques sont déja bien développées.
L’efficacité de ces injections d’antagonistes pour réduire les symptomes douloureux semble indiquer
que les récepteurs NMDA jouent un réle important dans le maintien des douleurs neuropathiques sur le
long terme. Il faut cependant noter que 1’injection intrathécale de mémantine et d’APS juste avant la
réalisation de la CCI diminue significativement 1’automutilation chez le rat (Seltzer et al., 1991). De
méme, I’injection d’ifenprodil avant la réalisation d’une SNL empéche le développement de ’allodynie
mécanique (Qu et al., 2009). Il semble donc que I’activation des récepteurs NMDA ait aussi un role

important dans la mise en place des douleurs neuropathiques.

Par la suite, des équipes ont tenté d’identifier le type de récepteurs NMDA impliqués dans les
douleurs neuropathiques. Le but étant de réduire les effets secondaires associés a 1’utilisation
d’antagonistes généraux des récepteurs NMDA en clinique ou phase préclinique en ciblant des sous-
types particuliers de récepteurs NMDA (Lipton, 2004). Karlsson et al. (2002) ont observé, 7 et 14 jours
apres une lésion nerveuse chez le rat, une réduction de I’expression des ARNm codants pour la sous-
unité GIluN2A. De plus, leurs résultats obtenus par électrophysiologie sur tranche de ME indiquent que
I’expression des sous-unités GluN2B/D augmente (Karlsson et al., 2002). Par injection intrathécale, il a
aussi €té montré que les antagonistes des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B réduisent
les symptomes douloureux dans plusieurs modeéles de douleur chronique. Par exemple, le traxoprodil,
un antagoniste des récepteurs NMDA contenant la sous-unit¢ GluN2B, réduit I'allodynie mécanique 7
jours apres une SNL chez le rat (Boyce et al., 1999). Enfin, sur un modele de SNL chez le rat, I’injection
d’ifenprodil et d’un autre antagoniste spécifique des récepteurs NMDA contenant les sous-unités
GIuN2B (Ie R025-6981) avant la Iésion nerveuse permet aussi d’empécher le développement de
I’allodynie mécanique (Qu et al., 2009). Cibler sélectivement les récepteurs contenant la sous-unité
GIluN2B a donc potentiellement un intérét thérapeutique dans le traitement de la douleur chronique. A
I’heure actuelle, aucun antagoniste des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2C/D n’a été
testé sur les symptomes douloureux associés aux douleurs neuropathiques. L’injection intrathécale
d’antagoniste présente quelques limites. Elle ne permet pas par exemple de cibler des populations
neuronales spécifiques. De plus, il n’est possible de réaliser ces injections d’antagonistes des récepteurs

NMDA qu’a certains points temporels.
Délétion conditionnelle des récepteurs NMDA

La délétion conditionnelle des sous-unités GluN1 permet de dépasser les limites de I’injection
intrathécale d’antagonistes. En effet, avec cette technique, il est possible de restreindre spatialement la
délétion a certaine population de neurone. Il est aussi possible de supprimer 1’expression de récepteur

NMDA sur une longue durée, ce qui est intéressant pour évaluer le role de ces récepteurs dans le
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développement et la mise en place de douleurs neuropathiques. Dans la ME, la délétion conditionnelle
de ces sous-unités est vérifiée par une forte diminution (environ 80%) du taux d’ARNm codant pour la
sous-unité GluN1 ainsi que des courants di a ’activation de récepteurs NMDA (South et al., 2003;
Inquimbert et al., 2018). La délétion des sous-unités GluN1 n’altére pas les seuils de sensibilité
thermique ou mécanique mais permet de diminuer les processus de plasticit¢ résultant d’une
d’inflammation dépendant de 1’activation des récepteurs NMDA (South et al., 2003; Weyerbacher et al.,
2010).

Les souris ayant subi une SNI développent une allodynie mécanique et thermique au froid
irréversibles. De fagon trés intéressante, la délétion conditionnelle dans la CDME de souris des sous-
unités GluN1 ipsilatéral a la SNI permet un retour aux seuils nociceptifs mécaniques et thermiques
similaires aux souris contréle (Inquimbert et al., 2018). A I’inverse les souris sans délétion du récepteur
NMDA conservent une allodynie mécanique pendant toute la durée testé (2 mois) (Figure 27) ainsi
qu’une hyperalgésie thermique transitoire. Dans cette méme ¢étude, les auteurs ont mis en évidence que
la délétion des sous-unités GluN1 protege les interneurones inhibiteurs de mort cellulaire par apoptose
et permet ainsi de préserver 1’inhibition synaptique GABAergique. Cette ¢limination des récepteurs
NMDA restreinte a la CD a permis de clarifier le role de ces récepteurs dans 1’excitotoxicité
glutamatergique et la perte irréversible des interneurones inhibiteurs. Cela a permis de montrer le lien
entre les récepteurs NMDA spinaux et I’inhibition GABAergique spinale dans la chronicisation des

douleurs neuropathiques.
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Objectif de la these

Nous avons vu que la lamina II joue un réle crucial dans le traitement des informations
nociceptives grace a des réseaux d’interneurones locaux excitateurs, inhibiteurs et par les cellules
gliales. Dans certains cas pathologiques, tel qu’une lésion nerveuse, la transmission synaptique
inhibitrice spinale peut présenter des changements plastiques menant a une diminution de I’inhibition
synaptique spinale. Cette plasticité fonctionnelle de I’inhibition spinale est 'un des mécanismes a
I’origine du développement et du maintien des douleurs neuropathiques. Les récepteurs NMDA recrutés
suite a une Iésion nerveuse jouent un réle dans les phénomenes de plasticité de la synapse excitatrice,

cependant leur implication dans la plasticité de I’inhibition spinale reste trés peu connue dans la ME.

L’objectif principal de cette étude a donc été d’étudier I’effet de I’activation des récepteurs

NMDA sur la transmission synaptique inhibitrice spinale.

Mon travail de these a donc consisté dans un premier temps a caractériser I’effet de I’activation
des récepteurs NMDA sur la transmission synaptique inhibitrice GABAergique dans la lamina II chez
la souris saine. Nous avons ensuite utilisé le modéle du “spared nerve injury” (SNI) afin d’étudier les
mécanismes de plasticité de la transmission synaptique inhibitrice chez des animaux présentant une

douleur neuropathique induite par une 1ésion partielle du nerf sciatique.

D’autres part, les cellules gliales de la CD expriment les récepteurs NMDA et dans le SNC, il
est montré que ces cellules peuvent moduler la transmission synaptique par la libération de
gliotransmetteurs tels que le glutamate, la D-sérine ou I’ATP. Nous avons en paralléle au projet
principal, étudié le role des cellules gliales des CDME dans I’effet induit par une application de NMDA

sur la transmission synaptique inhibitrice.
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Figure 28 : Le modéle du spared nerve injury (SNI).

Les branches tibiale et péronéale sont ligaturées puis sectionnées tandis que la branche surale est
laissée intacte. Ce modéle, mis au point par Decorsterd et Woolf en 2000, induit le développement de
I’allodynie mécanique, thermique au froid ainsi qu’une hyperalgésie mécanique et thermique au chaud.



I. Animaux et traitements

1. Animaux utilisés

L’ensemble de notre étude a été réalisé sur des souris males adultes C57bl/6J et GAD65::EGFP
(Cui et al., 2010) hétérozygotes agées de 4 a 10 semaines. Ces animaux sont nés et ¢levés dans
I’animalerie « Chronobiotron » (UMS3415), disposent de nourriture et d’eau a volonté et sont soumis a

une photopériode jour/nuit de 12heures/12heures.

Les expériences ont été menées en conformité avec la 1égislation européenne et avec 1’autorisation

du ministére frangais de ’agriculture (n° d’autorisation 2015030911301894).

2. Induction de la neuropathie

Pour induire la neuropathie, nous avons utilisé¢ le modéle de douleur neuropathique appelé spared
nerve injury (SNI) (Decosterd et Woolf, 2000). Nous avons choisi ce modéle car il permet d’obtenir une
douleur neuropathique persistante et reproductible avec un développement rapide de 1’allodynie

mécanique et thermique au froid ainsi qu’une hyperalgésie thermique au chaud.

Sous anesthésie a 1’isoflurane (3% induction, 2% maintien), la patte arriere gauche est rasée et
désinfectée. Une incision de 1cm est réalisée sur la cuisse dans 1’axe dorso-ventral. Les muscles sont
écartés afin d’exposer le nerf sciatique et la trifurcation des trois branches terminales : la branche surale,
péronéale commune et tibiale. Les branches tibiale et péronéale sont ligaturées (5.0 silk) puis sectionnées
distalement tandis que la branche surale est laissée intacte (Figure 28). Une suture superficielle est
réalisée sur les muscles et deux agrafes sont utilisées pour fermer I’incision cutanée. Dans certaines
expériences, des animaux pseudo-opérés (SHAM) ont été utilisés comme controle. L’état de santé des

souris est ensuite surveillé jusqu’a leur utilisation a 1 et 2 semaines (£ 1jour) apreés la chirurgie.

I1. Préparation des tranches transversales de moelle épiniére

L’ensemble des étapes de préparations des tranches est réalisé avec une solution cérébro-spinale
artificielle (ACSF) enrichie en sucrose (SACSF) dont la composition est indiquée dans le tableau 3. Dans
la solution de sACSF, le NaCl est remplacé par du sucrose afin de limiter la genése de potentiels
d’action, de réduire la libération synaptique de glutamate lors de la section du tissu et par conséquent de

minimiser les phénomenes d’excitotoxicité glutamatergique. Toujours dans le but de réduire
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1. Prélévement de la moelle épiniére par laminectomie

N

La peau et les muscles para-vertébraux sont Les vertebres dorsales sont précautionneusement
écartés afin de dévoiler la colonne vertébrale cassées et retirées pour exposer la moelle épiniére

2. Sélection du segment lombaire 3. Inclusion dans I’agarose et
coupe au vibratome

>
Agarose 5%

I

Coupe de 300 pm d’épaisseur

4. Stockage des tranches Sucrose-ACSE 4 0-4°C

Carbogéne (95%0,/5%C0O,)

ACSF a température ambiante (20-22°C)

Figure 29 : Prélévement de la moelle épiniére de souris par laminectomie et réalisation des
tranches transversales de 300 pm d’épaisseur.

Les tranches sont obtenues a partir d’animaux adultes de 4 a 10 semaines, anesthésiés a 1’uréthane
(1.9g/kg). (1) La laminectomie est réalisée et ’animal est ensuite euthanasié par décapitation. (2) Le
segment lombaire est isolé puis inclut dans un bloc d’agarose 5%. (3) Des tranches transversales de
300um sont réalisées au vibratome dans un milieu de sACSF. (4) Ces tranches sont ensuite placées
dans une chambre de stockage rempli d’ ACSF pendant une heure.



I’excitotoxicité glutamatergique pendant la réalisation des tranches, un antagoniste des récepteurs
ionotropes du glutamate, I’acide kynurénique (2mM), est ajouté au SACSF. Enfin, le SACSF est toujours
utilisé réfrigéré a 0-4°C et équilibré avec du carbogéne (95% Os ; 5% CO,) ce qui permet d’oxygéner

les tissus et de tamponner le pH a environ 7,3.

1. Prélevement de la moelle épiniére par laminectomie

Les souris sont anesthésiées par injection intra-péritonéale d’uréthane (1,9g/kg). Cet anesthésique
induit une anesthésie stable et profonde vérifiée par 1’absence de réflexes nociceptifs et oculo-
palpébraux. Le dos de la souris est rasé et la peau est incisée le long de la colonne vertébrale. Les muscles
para-vertébraux sont écartés afin d’exposer les vertebres. A I’aide de pinces a laminectomie (FST by
Dumont n°11223-20), la partie dorsale des vertebres est alors délicatement cassée et retirée, de la partie
sacrée vers la partie cervicale. Les méninges sont ouvertes et enlevées sur la partie dorsale de la ME a
I’aide de pinces fines et de micro-ciseaux (FST by Dumont n°15018-10). La ME est alors
immédiatement extraite et placée dans une boite de pétri remplie de SACSF froid et oxygéné tandis que

I’animal est mis a mort par décapitation (Figure 29).

Les méninges restantes sont enlevées délicatement de la moelle épiniére tout comme les racines dorsales
du coté droit et les racines ventrales. Les racines du coté gauche sont préservées de fagon a identifier le

coté ipsilatéral a la 1ésion nerveuse.

2. Réalisation des coupes transversales

Le renflement lombaire est isolé et placé dans une gouttiere taillée sur mesure dans un bloc d’agarose
a 5% (préalablement polymérisé¢) pour garantir un bon maintien lors de la réalisation des tranches.
L’ensemble est coll¢ sur la platine métallique du vibratome (Leica VT1200S) puis rapidement placé
dans la chambre de coupe remplie de SACSF froid et saturé en carbogene. Des tranches transversales
d’une épaisseur de 300 um sont réalisées au vibratome a une vitesse de coupe de 0.1mm/seconde avec
une amplitude de vibration de la lame de rasoir de 3mm. Les tranches sont conservées a température
ambiante sur un filet de nylon dans une chambre de stockage remplie avec une solution d’ ACSF (tableau

3) bullé avec du carbogéne (Figure 29).

I11. Enregistrements électrophysiologiques
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Figure 30 : Schéma du montage expérimental

La tranche est placée dans la chambre d’enregistrement, ou circule la solution extracellulaire
(ACSF). Les substances pharmacologiques testées sont diluées dans I’ACSF et placées dans
le systétme de perfusion. Un amplificateur Axopatch 200A (Molecular Devices) est utilisé pour
réaliser les enregistrements. Aprés avoir été digitalisées, les informations sont visualisées en
direct et stockées sur I’ordinateur grace au logiciel Clampex.



1. Dispositif expérimental

Pour les enregistrements électrophysiologiques, une tranche de ME est transférée de la chambre de
stockage a la chambre d’enregistrement placée sur la platine du microscope ou elle est maintenue
immobile par une harpe de platine en forme de U. Les tranches sont en permanence perfusées par de
I’ ACSF bull¢ avec du carbogéne et I’ensemble des expériences sont réalisées a température ambiante
(20-22°C). La perfusion de I’ACSF dans la chambre se fait par gravité (débit de 1mL/min) et une pompe
péristaltique (Minipuls 2, Gilson) permet d’aspirer le milieu et de maintenir un niveau d’ ACSF stable
dans la chambre (environ 2mL). L’¢électrode de référence constituée d’un fil d’argent chloruré est placée

dans la chambre d’enregistrement remplie de milieu extracellulaire (Figure 30).

Les tranches sont visualisées avec un microscope droit (Axioscop 2, Zeiss) monté sur une table
Gibraltar X-Y. La lamina II est visualisée avec I’objectif a faible grossissement (x10) (figure 31) tandis
que les neurones sont ciblés avec I’objectif x40 a immersion (Zeiss) et la caméra infrarouge (IR-DIC,
Till Photonics Gmbh, Germany) (figure 32). Ce systéme optique facilite I’observation des neurones des
couches superficielles. Les neurones enregistrés dans notre ¢tude sont tous localisés dans la lamina II et
ont été choisis en fonction de 1’aspect du corps cellulaire ou de la présence de la protéine fluorescente
verte « augmentée » (EGFP) pour les expériences réalisées avec des coupes de ME de souris

transgéniques GAD65::EGFP.

2. Types d’enregistrements réalisés

Nous avons isolé pharmacologiquement la transmission synaptique inhibitrice en complétant le
milieu extracellulaire avec différents antagonistes. Les antagonistes 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-
dione (CNQX, 10uM, Sigma) ou 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX, 10uM, Sigma) ont été
utilisé pour bloquer la transmission excitatrice mettant en jeu les récepteurs AMPA/Kainate. Les
transmissions GABAergique et glycinergique ont été isolées pharmacologiquement en utilisant de la
strychnine (1uM, Sigma) ou de la bicuculline (10uM, Sigma) qui bloque respectivement les récepteurs

a la glycine et les récepteur GABAA.
Transmission spontanée

Nous avons étudi¢ la modulation de la transmission synaptique inhibitrice dans la lamina II de la
corne dorsale de la moelle épiniere par I’activation des récepteurs NMDA. Dans ce but, nous avons
enregistré les courants postsynaptiques inhibiteurs (CPSI) en utilisant la technique du patch-clamp en

configuration « cellule entiére » et en imposant un potentiel de maintien de -60mV. Le potentiel
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Figure 31 : Observation d’une tranche transversale de moelle épiniére lombaire visualisée
en lumiére transmise.

Observation de la tranche de ME & un grossissement x10. Di a la faible présence d’axones
my¢linisés dans la lamina II, celle-ci apparait translucide en lumiére transmise.



d’inversion des ions chlorure dans nos conditions est de 0 mV. Nous avons étudié la transmission

synaptique en condition spontanée et miniature.

L’analyse de la transmission synaptique spontanée apporte des informations sur I’état de la
transmission synaptique inhibitrice au sein du réseau spinal, notamment suite a 1’application de

substances pharmacologiques qui peuvent induire des effets de réseaux.
Transmission spontanée miniature

L’étude de la transmission synaptique miniature est réalisée en présence de tétrodotoxine (TTX, 0,5
uM, Latoxan) dans le milieu extracellulaire ce qui permet de bloquer les canaux sodium voltage
dépendants et empéche la genése de potentiel d’action. Dans ces conditions, la probabilité de
synchronisation a plusieurs sites de libérations de neurotransmetteurs est tres faible. La libération d’une
seule vésicule de neurotransmetteur est donc privilégiée. Les courants postsynaptiques (CPS) miniatures
(mCPS) sont donc dus a la libération de neurotransmetteur au niveau de sites synaptiques unitaires.
L’¢étude des mCPS apporte des informations, indépendamment de 1’activité du réseau, sur la probabilité
de libération des vésicules et le contenu de celles-ci ainsi que sur 1’état des récepteurs postsynaptiques.
Par exemple, un changement de la fréquence d’apparition des mCPS indique en général un effet
modulateur présynaptique tandis qu’une modification des cinétiques et/ou de 1’amplitude des mCPS

indique un effet postsynaptique.

Ces deux approches permettent d’obtenir des informations concernant I’effet du NMDA sur la
transmission synaptique inhibitrice dans le réseau et sur la synapse inhibitrice de manicre plus

spécifique.
Paired-pulse ratio (PPR)

Dans le but de préciser le mécanisme d’action du NMDA, des expériences de PPR ont été réalisées
en condition spontanée. Dans ces expériences, le neurone présynaptique est stimulé électriquement deux
fois dans un intervalle de temps court (25, 50 et 100ms) toute les trois secondes par une électrode de
stimulation a une intensit¢ de 0.25mA en moyenne. Les réponses évoquées dans le neurone
postsynaptique sont enregistrées en configuration cellule entieére grace a 1’¢lectrode d’enregistrement.
Le ratio entre le pic de I’amplitude de la deuxiéme réponse sur la premicre réponse évoquée par la
stimulation permet de mettre un évidence un changement ou non du PPR. Un changement du PPR en
faveur d’une diminution (paire pulse depression) indique une augmentation de la probabilit¢ de
libération de neurotransmetteur et a I’inverse, un changement de PPR en faveur d’une augmentation
(paire pulse facilitation) indique une diminution de la probabilité de libération. Dans les deux cas un
changement de PPR suite a 1’application d’une substance pharmacologique suggére un effet

présynaptique.
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(A)

Figure 32 : Obtention de la configuration appelée « cellule entiére ».

Les neurones sont visualisés par le biais d’une caméra infrarouge a fort grossissement (x40). (A) La
pipette d’enregistrement est approchée prés de la membrane du neurone d’intérét a 1’aide du
micromanipulateur. La pression exercée a la pointe de la pipette est relachée et une légére succion est
réalisée permettant de passer en configuration « cellule attachée » validée par ’obtention d’un
gigaseal. (B) Le morceau de membrane dans la pipette est alors rompu par une bréve succion
permettant le passage en configuration « cellule enticre ». Barre d'échelle : 40 pm.



3. Pipettes et milieux intracellulaire

Les pipettes d’enregistrements sont réalisées a partir de capillaires de verre de borosilicate (modé¢le
CC120F-10 ; diamétre externe = 1,2mm ; diamétre interne = 0.69mm ; Warner Instruments, Harvard
Apparatus) étirés avec une étireuse horizontale a filament (P1000 ; Sutter instruments Co, Novato,
California, USA). Les micropipettes obtenues sont remplies avec le milieu intrapipette suivant (en mM) :
CsClI 130 ; HEPES 10 ; MgCl, 2 (Tableau 4). Les résistances €lectriques des pipettes remplies avec ce
milieu intracellulaire et mesurées dans I’ACSF sont comprises entre 3 et 6 MQ. Le pH et I’osmolarité
ont été ajustés respectivement a 7,3 + 0.1 avec du Césium hydroxide (CsOH) et a 300 £ 10Mosml avec
du sucrose. Le milieu utilisé permet d’obtenir un potentiel d’inversion des cations et des ions chlorure
de 0 mV. En imposant un potentiel de membrane a -60mV, on observe les courants postsynaptiques

excitateurs et inhibiteurs sous forme de déflexion négative du signal électrique (courants entrants).

La pipette contenant le milieu intracellulaire est montée sur le porte-électrode du préamplificateur
en contact avec une €lectrode d’argent chloruré (AgCl) qui est reliée a 1’étage central de I’amplificateur
(Axopatch 200B, Axon Instruments). Ce porte €lectrode est contrdlé a ’aide d’un micromanipulateur
(MPC-200, Sutter instrument) permettant de placer la pipette au-dessus du neurone d’intérét visualisé
au préalable avec I’objectif 40x du microscope. La suite des opérations est réalisée en suivant I’évolution

des courants électriques grace au logiciel Axopatch qui permet de visualiser les CPS et de les enregistrer.

4. Déroulement des enregistrements

La pipette d’enregistrement, placée au-dessus du neurone ciblé, est descendue dans le bain avec un
pression positive appliquée a I’intérieur. Cela permet d’éviter son obturation et de nettoyer la zone autour
du neurone. Simultanément, un créneau de potentiel AV de S mV (20 ms) est appliqué a la pipette a une
fréquence de 50 Hz. Le courant I = AV / R qui en résulte permet de mesurer la résistance de la pipette.
Si la résistance convient, I’extrémité est approchée de la surface du neurone d’intérét a I’aide du
micromanipulateur sous contrdle visuel. La proximité de la membrane entraine une augmentation de la
résistance et une diminution du courant nécessaire pour réaliser le saut de potentiel. La pression est alors
relachée et la membrane adhére a la pipette. L’application d’une 1égére succion permet alors d’obtenir
une jonction de haute résistance. Si la valeur de la résistance est supéricure a 1GQ2, la jonction est appelée
« gigaseal » et la configuration obtenue est dite « cellule attachée ». Les courants capacitifs de la pipette
sont alors compensés a 1’aide d’un dispositif interne de I’amplificateur. Pour passer en configuration
« cellule entiére », le potentiel de membrane est fixé a -60 mV et le morceau de membrane dans la
pipette est rompu par une bréve succion (Figure 32). La résistance en série et la capacitance en série sont

ensuite compensées manuellement. La résistance en série est égale a la résistance de la pipette + la
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Tableau 3 : Composition en mM du sucrose-ACSF et de ’ACSF (2 et 0OmM de Mg**).

Substances Sucrose - ACSF ACSF 0 Mg**
ACSF

Sucrose 252 0 0

NaCl 0 126 126

KCl 2,5 2,5 2,5

NaCl, 2 2

MgCl, 2 0
Glucose 10 10 10
NaHCO; 26 26 26
NaH,PO4 1,25 1,25 1,25

Tableau 4 : Composition en mM du milieu intracellulaire.

Substances milieu intracellulaire
CsCl 130
HEPES 10
MgCl2 2
Biocytine 10




résistance d’acces. La résistance d’acces refléte la qualité de la jonction entre la pipette et le neurone,
plus celle-ci est faible, plus 1’accés est bon. Si la résistance en série est < a 25 MQ, les enregistrements
peuvent commencer. A la fin de I’enregistrement, la résistance en série est de nouveau évaluée. Si celle-

ci a augmenté ou diminu¢ de plus de 20%, I’enregistrement n’est pas gardé pour ’analyse.

5. Acquisition et stockage de données

Les enregistrements ont été réalisés avec un amplificateur Axopatch 200B (Axon Instruments, USA)
en imposant un potentiel de membrane de -60mV. Le signal ¢lectrique est filtré avec un filtre passe-bas
a SkHz et digitalisé avec une interface analogique/digitale (digidata 1322A) a une fréquence
d’échantillonnage de 10 kHz avant d’étre stocké sur le disque dur de I’ordinateur. Les enregistrements

sont observés en temps réel grace au logiciel Clampex 10.2.

IV. Substances pharmacologiques et utilisation du fluorocitrate

1. Préparation des substances pharmacologiques

Les substances pharmacologiques sont préparées a 1’avance sous forme de solutions stocks 1000 a
10000 fois concentrées et stockées a -20°C jusqu’au jour de leur utilisation ou elles sont alors diluées a
leur concentration finale dans I’ACSF. Les solutions stocks sont préparées dans 1’eau, du
diméthylsulfoxyde (DMSO) ou de I’éthanol 98% et la TTX est préparée dans un tampon acétate (pH 4-
5). La liste des substances utilisées, leurs effets pharmacologiques et leurs conditions de préparation

sont présentés dans le tableau 5.

Ces substances ont été appliquées par perfusion générale en bain a un débit de 1ml/min. Une période
de 10min de perfusion d’un agent pharmacologique est suffisante pour atteindre les concentrations

désirées dans la chambre d’enregistrement.

2. Préparation et utilisation du fluorocitrate

Afin d’étudier le role de la glie, nous avons utilisé le fluorocitrate (FC) (DL-Fluorocitric acid barium
salt, Sigma), qui est une gliotoxine, pour bloquer le métabolisme des cellules gliales. Le FC est
disponible sous forme d’un sel de barium connu pour activer les canaux potassiques sensible au barium

(Ribera et Spitzer, 1987). Pour éviter cet effet, le barium doit étre extrait le jour méme pour pouvoir
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Tableau 5 : Substances pharmacologiques utilisées en perfusion en bain et en incubation pour le fluorocitrate.

Substances Concentration Propriété pharmacologique Fournisseur Solvant Stockage
Acide kynurénique 2 mM Antagoniste des récepteurs au glutamate Sigma sACSF 4
CNOX 10 uM Antagoniste des récepteurs AMPA/Kainate Tocris DMSO -20
NBOX 10uM Antagoniste des récepteurs AMPA/Kainate Tocris DMSO -20
Stryéhm'ne 1 uM Antagoniste des récepteurs de la glycine Sigma DMSO -20
PMBA 10 uM Antagoniste des récepteurs de la glycine Sigma H>O -20
Bicuculline methiodide 10 uM Antagoniste des récepteurs GABAA Sigma HyO 220
TTX 0,5 uM Antagoniste des canaux Na+ voltage dépendants Latoxan H>O -20
Fluorocitrate 100 uM Inhibiteur de ’aconitase, bloque le cycle de KREBS Sigma ACSF RT
D-sérine 100 uM Co-agoniste des récepteurs NMDA Sigma HyO -20
DAAO 50 uM Dégrade les acides aminés en "D" Sigma H>O -20
PPADS 10 uM Antagoniste des récepteurs P2X Abcam Hy0 -20
TBOA 50 uM Antagoniste des transporteurs EAATs Tocris DMSO -20
NMDA 50/100 uM Agoniste des récepteurs NMDA Tocris Hy0 -20
APV 50 uM Antagoniste des récepteurs NMDA (sous unité GluN2) Abcam H>0O -20
UBP141 10/25 uM Antagoniste des récepteurs NMDA (sous unité GluN2C/D) Abcam NaOH -20
Ifenprodil 3/10 uM Antagoniste des récepteurs NMDA (sous unité GluN2B) Sigma ¢thanol -20
NAB14 10 uM Antagoniste des récepteurs NMDA (sous unité GluN2C/D) Aobious DMSO -20
MK-801 2 mM Bloqueur du pore des récepteurs NMDA Tocris H>0 -20
Zinc 100nM / 1uM Antagoniste des récepteurs NMDA (sous unité¢ GluN2A) Sigma H>O -20




utiliser le FC. La procédure consiste a faire précipiter le barium sous la forme d’un sel non hydrosoluble
par D’ajout d’acide chlorhydrique 0.1M (HCI), de sulfate de sodium 0.1M (Na2SO4) et
d’hydrogénophosphate de sodium 0.1M (Na2HPO4). L’ensemble est ensuite centrifugé et le surnageant

contenant le fluorocitrate purifié en surface est récupéré puis dilué dans I’ACSF (Paulsen et al., 1987).

Les tranches sont incubées dans I’ ACSF complété avec 100uM de FC pendant 30 minutes puis sont
transférées dans la chambre d’enregistrement ot les expériences commencent immédiatement. Le temps
d’incubation et la concentration ont été choisis afin de bloquer préférentiellement le métabolisme des

cellules gliales (Swanson et Graham, 1994).
V. Analyse des données

L’analyse des données a été réalisée sur les neurones dont la résistance en série est restée stable tout
au long de I’enregistrement. Une variation de plus ou moins 20% de la résistance en série entre le début
et la fin de D’enregistrement est un critére d’exclusion. L’offset est aussi vérifié a la fin de

I’enregistrement et le neurone est exclu si I’offset varie de plus ou moins 3 mV.

1. Détection des courants postsynaptiques

Les événements synaptiques sont détectés par une méthode de détection de seuil avec le logiciel
Electrophysiology Data Recorder (WinEDR V3.8.6, Strathclyde Electrophysiology Software, Jonh
Dempster, University of Strathclyde, Glasgow, UK). Pour cela nous avons utilisé¢ une méthode de ligne
de base mobile recherchant des variations d’amplitudes supérieures a un seuil donné dans un temps
donné. Les critéres de détections ont été fixés a une variation d’amplitude du courant supérieur a 3 pA
par rapport a la ligne de base sur une période de 1ms. Tous les événements détectés par le logiciel ont
été inspectés visuellement et seuls les évenements possédant les caractéristiques d’un courant synaptique
ont été gardés. Ces caractéristiques sont : un temps d’activation rapide et une déactivation plus lente

sous forme d’exponentielle.

2. Analyse de la fréquence d’apparition des CPS

Pour chaque neurone analysé, le nombre cumulé N des évenements synaptiques a été exprimé en
fonction du temps grace au logiciel KyPlot (2.0, Koichi Yoshioka). Cette distribution est ajustée par

deux droites selon les équations suivantes :
N=f,*t+a pour <t et
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N=f*t+ (fo-f)*t-+a pourt>t.

Ou la pente f, représente la fréquence en conditions contrdle et f. la fréquence moyenne aprés
I’application d’un agent pharmacologique. #. est la valeur de temps correspondant au point d’intersection
des deux droites et indique le moment ou a lieu le changement de fréquence. “a” est une constante. Nous
considérons que les substances appliquées ont un effet sur la fréquence quand . se situe environ 100
secondes apreés le début de I’application. Ce délai a ét¢ déterminé par le temps nécessaire a une
application de solution enrichie en K™ (50mM) pour induire une modulation de I’activité synaptique dans
la tranche et correspond au volume mort du systéme de perfusion. De plus, nous considérons qu’une
substance a un effet seulement si le changement de pente observé a ’intersection des deux droites est
supérieur a 20% avec un retour & la normale suite au ringage de la substance. Le changement de la

fréquence des courants postsynaptiques en % est calculé de la maniére suivante :
Changement de fréquence (%) = ((fc- fo) / fo) * 100

La fréquence des éveénements synaptiques au cours des 200 secondes d’enregistrement qui précedent
I’application d’une substance est définie comme la période témoin et est comparée avec la fréquence
des événements synaptiques au cours des 200 secondes d’enregistrements qui suivent le changement de
la pente. La drogue est ensuite rincée par perfusion générale d’ACSF, la fréquence des événements
synaptiques au cours des 200 secondes d’enregistrements qui suivent le ringage est comparée aux autres

périodes.

3. Analyse de ’amplitude des CPS

L’amplitude des CPS a été déterminée avec le logiciel WinWCP (version 5.4.5) en utilisant le mode
« waveform measurements » qui permet de calculer la valeur exacte du pic de ’amplitude de chaque
éveénement synaptique par rapport a la ligne de base. L’amplitude des événements synaptiques au cours
des 200 secondes d’enregistrements qui précedent I’application d’une substance est définie comme la
période témoin et est comparée avec I’amplitude des événements synaptiques qui suit I’application ainsi

que la période de ringage.

4. Ajustement des courants postsynaptiques inhibiteurs miniatures

L’ajustement des cinétiques des courants postsynaptiques inhibiteurs miniatures a été réalisé avec
le logiciel WinWCP V5.4.5 (Strathclyde Electrophysiology Software, John Dempster). Dans nos

expériences, nous avons détectés des mCPSI GABAergiques et glycinergiques isolés
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pharmacologiquements ou non. Les CPSI GABAergiques présentent un temps de déactivation plus lent
(>15ms) que les CPSI glycinergiques (<13 ms). Ces deux types de courants ont une phase d’activation
et de déactivation monoexponentielles qui ont été ajustées en utilisant la fonction endplate current selon

la formule :

Y(t) = 095 *A* (1+erf((x- Tactivation)) * exp ('X/ Tdéactivation)

Cette formule est définie par 3 paramétres : I’amplitude A (en pA), la constante de temps d’activation

(Tactivation €0 mS) et la constante de temps de déactivation (Taeactivation €1 MS).

5. Statistiques et représentation des données

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism (version 6.07). Pour
comparer les parametres analysés ayant une distribution normale, nous avons utilisé le test de Student
pour données appariées et non appariées pour comparer les parameétres des périodes contrdles et test sur
un méme neurone ou différents neurones respectivement. Le test de Mann whitney a été utilisé pour
comparer les effets de substances pharmacologiques sur différents neurones. Enfin le test exact de Fisher

a été utilisé pour les comparaisons de réponses des neurones dans différentes conditions.

Les données présentées sont exprimées en tant que moyenne =+ I’erreur type a la moyenne (Standard
Error of the Mean ou SEM). Le seuil de significativité (p) est fixé a 0.05. Les symboles utilisés dans les
figures pour indiquer les valeurs de p sont les suivantes : ***<(.001 ; ** <0.01 ; * < 0.05 ; n.s (non

significatif).
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Resultats



Résultat partie I

Manuscrit en préparation

Modulation de la transmission synaptique GABAergique par I’activation des

récepteurs NMDA dans la corne dorsale de la moelle épiniére

Situation du sujet :

Dans un premier temps, nous avons cherché a caractériser 1’effet de 1’activation des récepteurs
NMDA sur la transmission synaptique inhibitrice chez des souris saines en enregistrant les neurones de

la lamina II.

Dans la lamina II, D’activation des récepteurs NMDA dans nos conditions module
spécifiquement la transmission GABAergique et pas la transmission glycinergique. Nous avons décrit
une facilitation de la transmission synaptique GABAergique spontanée par ’application de NMDA. Cet

effet implique 1’activation des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIluN2C/D.

De maniére intéressante, cette facilitation de la transmission synaptique GABAergique cible
principalement les interneurones GABAergiques dans la lamina II. En effet, 91% des neurones
GABAergiques enregistrés regoivent une transmission GABAergique augmentée dii a 1’activation des
récepteurs NMDA. En revanche, seulement 22% des neurones non-GABAergiques enregistrés
présentent cette facilitation. Ce ciblage spécifique de la facilitation de la transmission GABAergique
aux synapses entre deux neurones GABAergiques pourrait mener a la désinhibition du réseau et donc
jouer un rdle important dans le traitement des informations nociceptives. Nous avons de plus montré
qu’une augmentation extracellulaire de glutamate au sein du réseau de la lamina II, induite par le blocage
de la recapture du glutamate, est suffisante pour induire la facilitation de la libération de GABA observée
et dépend de ’activation des récepteurs NMDA. Enfin, il apparait que 1’activation des récepteurs NMDA

induit une dépression de la transmission synaptique évoquée.

Nos résultats suggerent donc une modulation différentielle de la transmission GABAergique
spontanée et évoquée dans la lamina II et pourraient étre a I’origine d’une régulation complexe de

I’équilibre entre 1’excitation et I’inhibition au sein du réseau.
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INTRODUCTION

The dorsal horn (DH) of the spinal cord is an important structure involved in the integration
and transmission of nociceptive messages from the inner and outer environment conveyed by
peripheral primary afferent nociceptors. Spinal integration of this information relies on the
interplay between different DH neurons forming complex and plastic neuronal network.
(Cordero-Erausquin et al., 2016).

The DH neuronal network is composed of inhibitory and excitatory interneurons. A fine-tuning
of the excitatory/inhibitory balance is crucial in the control of the transmission of nociceptive
messages from the DH to the supraspinal structures where it may lead to pain perception.
Imbalance between excitation and inhibition in DH networks is known to be one of the
mechanisms leading to enhanced pain sensation and underlying the development and
maintenance of pathological pain, such as neuropathic pain. Impairment in DH inhibition plays
a pivotal role in this disruption of the excitation/inhibition balance (Sivilotti and Woolf, 1994;
Coull et al., 2003; Harvey et al., 2004; Torsney and MacDermott, 2006). Indeed,
pharmacological blockade of ionotropic GABAAa and glycine receptors induces thermal
hyperalgesia and mechanical allodynia (Beyer et al., 1985; Roberts et al., 1986).

The major excitatory transmitter released by primary afferent fibers is glutamate. Under
physiological conditions, fast glutamatergic transmission in the DH is mediated by postsynaptic
AMPA receptors (AMPAr). Sustained or repeated afferent fiber stimulation leads to an
increased release of glutamate in the DH and consequently to the recruitment of NMDA
receptors (NMDAr) (Woolf and Thompson, 1991). In the DH, NMDATr activation is critically
involved in long-term potentiation of excitatory synapses (Woolf and Salter, 2000; Sandkuhler,
2007; Latremoliere and Woolf, 2009). Moreover activation of presynaptic NMDAr expressed
on afferent fiber terminals facilitates glutamate release in the DH (Liu et al., 1994; Liu et al.,

1997; Bardoni, 2013) and modulates transmission of nociceptive messages in the spinal cord
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(Bardoni, 2013). Interestingly, one study has demonstrated that 37% of GABAergic synaptic
terminals expressed NMDAr in the DH of rat spinal cord (Lu et al., 2005), but the subunit
composition as well as the role of these presynaptic receptors has not been investigated so far.
Plastic changes in the strength of inhibitory synaptic transmissions play a crucial role in
information processing and balancing of neural activity. In several regions of the CNS, activity-
dependent long-term plasticities (LTP and LTD) of inhibitory synapses have been described
(Kullmann et al., 2012). In the DH, one study has described a heterosynaptic plasticity of
GABAergic synapses in lamina I neurons, implicating metabotropic glutamate receptors
(Fenselau et al., 2011) and one recent study described an NMDAr-dependent potentiation of
glycinergic synapses (Kloc et al., 2019). In other structures, postsynaptic and presynaptic
NMDATr have been shown to be key players in the modulation of GABA release (Glitsch and
Marty, 1999; Duguid and Smart, 2004; Crabtree et al., 2013) and in the plasticity of inhibitory
synapses (Nugent et al., 2007; Mapelli et al., 2016). It is known that plastic changes in spinal
inhibition are crucial in the processing of nociceptive information and that NMDAr are
activated by an increased activity in the DH network. However, nothing is known on the
possibility that activity-dependent plasticity of inhibitory synapses engaging NMDAr could
take place in the DH.

In the present work, we addressed the role of NMDA receptors in the modulation of GABAergic
synaptic transmission in the DH network. Using patch-clamp recordings on adult mice DH
neurons, we characterized the effect of NMDATr activation on inhibitory synaptic transmission
and more especially on the GABAergic one. Our results indicate that NMDAr activation
modulate differentially evoked and spontaneous GABA release and that this effect target

preferentially GABAergic synapse on GABAergic interneurons.
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MATERIALS and METHODS

Animals

All procedures were performed in accordance with European directives and were approved by
the regional ethics committee and the French Ministry of Agriculture (license No.
2015030911301894). Experiments were performed with male adult mice (4-10 weeks old).
C57BL/6 and GAD65::EGFP (Cui et al., 2011) mice were born in the animal house of the

laboratory.

Slice Preparation

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of urethane (1.9g/kg body weight) prior to
realizing a laminectomy. The lumbar spinal cord was removed and immediately immersed in
ice-cold sucrose-based artificial cerebrospinal fluid (sSACSF) containing in mM : sucrose (252),
KCI (2.5), NaCI2 (2), MgCI2 (2), glucose (10), NaHCO3 (26) and NaH2PO4 (1.25)
continuously gassed with carbogen (5% CO2 and 95% 02). The spinal cord was embedded in
agarose (5%) and 300 pm-thick transverse slices were cut through lumbar 3 to 5 segments using
a Leica VT1200S vibratome (Leica Microsystems Inc.,). Slices were stored at room temperature
(22-24°C) in a chamber filled with ACSF containing (in mM): NaCl (126), NaHCO3 (26),
NaCl2 (2), KCI1(2.5), NaH2PO4 (1.25), MgCl2 (2), glucose (10), and continuously gassed with

carbogen.

Electrophysiology

Slices were transferred to the recording chamber and continuously perfused with oxygenated
ACSF. Recordings were performed from lamina I neurons.

Patch pipettes were pulled from borosilicate glass capillaries (1.2 mm 0.d.0.69 mm 1.d.; Harvard

Apparatus) using a P-1000 puller (Sutter Instruments, Novato, CA, USA) and had final tip
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resistances between 3 and 6 MQ. Pipettes were filled with an intracellular solution containing
(in mM): CsCl (130), HEPES (10) and MgCl2 (2). The intracellular solution had a pH of 7.3
adjusted with CsOH and an osmolarity of 300 mOsm adjusted with sucrose. In these conditions,
the theoretical equilibrium potential for Cl- anions was OmV.

Voltage-clamp recordings were performed with an Axopatch 200B amplifier (Axon
Intruments) at a holding potential fixed at -60 mV allowing visualization of excitatory
postsynaptic currents and inhibitory postsynaptic currents (EPSCs ; IPSCs) as inward currents.
Recordings were low-pass filtered (5 kHz) and acquired with Clampex software (Strathclyde
Electrophysiology Software, John Dempster, University of Strathclyde, Glasgow, UK). Current
traces were digitized (10 kHz) and stored on the hard drive of a personal computer. All
experiments were performed at room temperature (22-24 °C).

Paired-pulse ratio experiments were performed by stimulation of a presynaptic neuron with a
0.25mA current injection. Three different interstimulus intervals of stimulation were realized:
20, 50 and 100ms and were repeated every 3 seconds. Paired-pulse ratio is determined as the

amplitude ratio of second to first IPSCs evoked in the postsynaptic neuron.

Pharmacological substances

Different drugs were used in order to study NMDA effect on inhibitory synaptic transmission.
We recorded spontaneous IPSCs in the presence of one of the two following antagonists of
AMPA and Kainate receptors, the 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX, 10uM,
Tocris) and the 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide
(NBQX, 10uM, Tocris). To isolate GABAergic or glycinergic currents, we used strychnine
(1uM, Sigma) or bicuculline methiodine (10uM, Sigma), respectively. Miniature [PSCs were

recorded in the presence of tetrodotoxin (TTX) (0.5uM, Latoxan) to block sodium channels.
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DL-threo-B-Benzyloxyaspartic acid (TBOA, 50uM, Tocris) was used to block excitatory
amino-acid transporters (EAATS).

To assess the role of NMDA receptors, we used the specific agonist N-Methyl-D-aspartic acid
(NMDA, 100uM, Tocris). The specific antagonist of NMDA receptors, D-2-amino-5-
phosphonovalerate (APV 50uM; Abcam), was used to block all NMDA receptors. Two specific
antagonist of NMDA receptors containing GIuN2C/D subunits were used, the (2R,3S)-1-
[(phenanthren-3-yl)carbonyl]piperazine-2,3-dicarboxylic acid) (UBP141) and the (4-((1H-
Indol-7yl)carbamoyl)phenyl diethylcarbamate) NAB14 (10uM, from Abcam and Aobious
respectively). Ifenprodil (10uM, Sigma) was used to block NMDA receptors containing
GluN2B subunits. Zinc (100nM, Sigma) was used to inhibit NMDA receptors containing
GluN2A subunits. Finally, we also used a channel blocker of NMDA receptors, dizocilpine
(MK-801) (2mM in the intracellular solution, Tocris). Drugs were prepared as 1000x or 10000x
concentrated stock solutions in dimethylsulphoxide (DMSO), water or ethanol in accordance
with indications. The stocks were stored at -20 °C. All substances were diluted to their final
concentration in ACSF at the beginning of each experiment and applied by general perfusion

(flow rate: 1.0 mL/min; total chamber volume: 2 mL).

Data analysis

Synaptic events were detected using WinEDR with an amplitude threshold detection algorithm
and visually inspected for validity. For each neuron analyzed, the cumulative number, N, of
synaptic events was plotted as a function of time. A two-linear-segment curve was fitted by

non-linear regression (KyPlot 2.15; KyensLab, Tokyo, Japan) using the following equation:

N=foxtxa fort<tc and

N=fcxt+ (fo-fc)yxtc+a fort>tc
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Where the slope “fo” represents an estimation of the average frequency under control conditions
and “fc” provides an estimation of the mean frequency following the application of the drug.
“tc” is the time at which the change in frequency occurs. Drugs were considered to have an
effect when “tc” occurred around 100 seconds following the beginning of the application of the
substance and when the change in frequency exceeded 20% of the recorded basal frequency.

The percentage of increase in frequency was calculated as follows:

Change in frequency (%) = ((fc-fo)/fo) x 100

Peak amplitude was determined by using WinWCP (waveform measurements) to determine the
exact value of the peak. Tau rise and Tau decay were determined by fitting the trace with an

exponential decay (EPC endplate current-fitting function of WinWCP) using this equation:

y(t) = 0,5 * A * (1+erf((x- trise)) * exp (-x/ tdecay)

Where A is the amplitude (in pA), Trise (in ms) and tdecay (in ms). Following these analyses,
each neuron was classified either as displaying a change in EPSCs or IPSCs frequency,
amplitude or kinetics in response to the application of the substance or as being non-responsive

to this substance.

Statistics

Data are represented as mean + Standard Error of the Mean (SEM). Statistical analysis were
performed with GraphPad Prism (GraphPad Software 6.07, La Jolla, CA, USA). To compare
proportions of neurons, Fisher exact t test was used. For the effect of drug application, we used

the paired t-Test or the Wilcoxon test , and the unpaired t-Test or the Mann-Whitney test were
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used for unpaired comparisons, depending of the data distribution previously tested with the

D'Agostino & Pearson normality test.

RESULTS

NMDA receptor activation lead to an increase in spontaneous GABAergic synaptic
transmission.

Bath application of NMDA (100 uM, 60 s) caused a significant increase of spontaneous
inhibitory postsynaptic currents (sIPSCs) frequency in 75% of the recorded neurons (N=18/24).
This potentiation was always followed by a full recovery (fig 1A-B). In neurons displaying a
significant increase in sIPSCs frequency, the increase was of 415% (control: 0.19 + 0.06 Hz,
NMDA: 0.79 £ 0.17 Hz; N=18; t =4.147, p=0.0007, paired t-test). In these neurons, increase in
sIPSCs frequency occurred without changes in currents amplitude (control: -32.5 = 4.0 pA,
NMDA: -32.5 £ 4.7 pA; N=18; t =0.003, p = 0.9975, paired t-test) (FiglB).

Fast synaptic inhibition in the dorsal horn of the spinal cord is mediated by GABA and glycine.
To test the effect of NMDA on each of these synaptic transmission, we recorded GABAergic
sIPSCs in presence of 1 uM strychinine, a glycine receptor antagonist. NMDA application
induced a reversible increase of GABAergic sIPSCs in 80.7 % of the recorded neurons
(N=67/83). In neurons with displaying a significant effect, NMDA increased GABAergic
sIPSCs by 736% (control: 0.11 £0.01 Hz, NMDA: 0.81 +0.08 Hz; N=67; t=4.147, p = 0.0007,
paired t-test) without changes in their amplitude (control: -24.2 = 1.6 pA, during NMDA: -23.5
+ 1.2 pA; N=67; t = 0.9188, paired t-test) (Fig 1C). Glycinergic spontaneous IPSCs were
recorded in presence of 10 uM bicuculline, a GABAAa receptor antagonist. NMDA application
had no significant effect on glycinergic sIPSCs (N= 9) indicating that NMDA modulates

specifically GABAergic synaptic transmission (Fig 1D).
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In neurons were NMDA facilitated GABAergic sIPSCs, a second application yielded a similar
effect (relative increase in frequency: NMDA = 0.93 + 0.29, N=6,) (Fig 2A). Taking advantage
of NMDA effect reproducibility we examined the effect of NMDAr antagonists in NMDA-
responsive neurons. To this end, a second application of NMDA was performed in presence of
NMDAr antagonists or modulators and effects of both applications were compared.

In the presence of 50 uM APV, a selective NMDAr antagonist, NMDA-induced increase in
GABAergic sIPSCs was reduced by 72% (relative increase in frequency: NMDA = 0.93 + (.29,
NMDA+APV =0.28 £ 0.07, N=8, p = 0.02, Mann-Whitney test)(Fig 2B).

These results indicate that activation of NMDAr increase the frequency of GABAergic and not
glycinergic spontaneous IPSCs.

NMDAr is a tetrameric ionotropic glutamate receptors with a frequent-most configuration
consisting of two mandatory GluN1 and two GIluN2 subunits (GluN2 A-D). To assess the
composition of NMDAr contributing to the increase in GABAergic sIPSCs frequency, we
tested the effect of NMDAr selective antagonists.

Zinc (100 nM), blocking specifically NMDAr containing GluN2A subunit, had no effect on
NMDA-induced effect (relative increase in frequency: Zinc = 1.40 £ 0.30, N= 4), neither did
ifenprodil (10 uM), a selective antagonist of GluN2B-containing NMDAr (relative increase in
frequency: ifenprodil = 0.94 + 0.25, N= 8). However, NMDA-induced increase in GABAergic
sIPSCs frequency was reduced by 79% in presence of UBP 141 (UBP 10 uM: relative increase
in frequency = 0.21 + 0.08, N=4, p=0.019, Mann-Whitney test; UBP 25uM: relative increase
in frequency = 0.20 + 0.04, N=9, p = 0.0048, Mann-Whitney test) a specific antagonist of

GluN2C/D-containing NMDAr (Fig. 2C).

NMDA receptor activation selectively increases GABA release.
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We next examined whether NMDA-induced facilitation of spontaneous GABAergic
transmission involved a direct effect on GABAergic presynapse or whether it required action
potential firing of presynaptic interneurons. To this end, we recorded miniature IPSCs (mIPSC)
in the presence of 0.5 uM TTX. In 58% of recorded-neurons (N=14/24), application of NMDA
induced a significant increase in mIPSCs frequency (control: 0.04 + 0.01 Hz, NMDA: 0.21
+0.05 Hz; N=14; t =3.664, p=0.0029, paired t-test), without change in currents amplitudes.
Then, we recorded GABAergic mIPSCs in the presence of the channel blocker TTX and the
glycine receptor antagonist Strychnine (STR). In 54% of recorded neurons (N=35/65), NMDA
induced a significant increase in GABAergic mIPSCs frequency (control: 0.07 + 0.01 Hz,
NMDA: 0.26 £0.04 Hz; N=36; t =5.364, p<0.0001, paired t-test) (Fig 3A-B). NMDA neither
induced significant changes in amplitude, nor in mIPSCs activation or deactivation kinetics,
suggesting a presynaptic effect on release probability.

To examine the specificity of the NMDA effect on GABAergic synapse, we test NMDA
application effect on mEPSCs or glycinergic mIPSCs. NMDA application did not lead to any
change in mEPSC (recorded without CNQX and in presence of bicuculline and strychnine), or
glycinergic mIPSCs (recorded in absence of Strychnine and in presence of CNQX and
Bicuculline) (data not shown).

As previously performed for spontaneous GABAergic transmission, we test effect of NMDAr
antagonists on the NMDA effect on NMDA-induced increase in mIPSc frequency.

APV (50 uM) reduced by 72% the NMDA-induced increase in GABAergic mIPSCs frequency
(relative response: NMDA =0.59 +£0.11, APV =0.17 £ 0.04, N=6, p = 0.0087, Mann-Whitney
test) (Fig 2B). These results indicate that activation of NMDAr results in an increase in the
frequency of GABAergic miniature IPSCs.

NMDA-induced increase in GABAergic mIPSCs frequency was reduced by 77% in presence

of NAB14 (10 uM), a highly selective antagonist of GluN2C/D-containing NMDAr (relative
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response: NABI14 = 0.23 + 0.05, N=5, p = 0.0173, Mann-Whitney test) confirming the
involvement of GIuN2C/D-containing NMDAr in NMDA-induced potentiation of GABAergic
synaptic transmission (Fig3C).

The voltage-dependent block of NMDAr by Mg?" is stronger for NMDAT containing GluN2A
or GluN2B subunits than for those containing NR2C/D subunit. The experiments described so
far were performed in the presence of 2 mM Mg?*. To assess whether the contribution of NR2A-
or NR2B-containing NMDAr was masked by voltage-dependent Mg?* block, we evaluated the
effect of NMDA on GABAergic mIPSCs in absence of extracellular Mg?". These recordings
were realized in presence of MK801 (2 mM) in the recording pipette in order to avoid activation
of NMDArs from the recorded neuron. The stimulatory effect of NMDA on GABAergic
mIPSCs was unchanged in these condition. In 50% of recorded cells (N=5/10), NMDA
application induced an increased in GABA mIPSC frequency (control: 0.10 + 0.07 Hz, during
NMDA: 0.34 £0.08 Hz; N=5; p=0.0625, Wilcoxon test) without change in amplitudes of the

currents (Fig 3D).

Inhibition of glutamate transporters induces NMDAr-dependent increase in the
frequency of GABAergic mIPSCs.

We next assessed whether NMDA-induced facilitation of GABAergic synaptic transmission
could be engaged by endogenous release of glutamate. To this end, we blocked glutamate
transporter with bath applications of 50 uM TBOA.

In 50% of the recorded cells (N=7/14) TBOA significantly increased GABAergic mIPSCs
frequency (control: 0.17 = 0.03 Hz, TBOA: 0.80 + 0.36 Hz; N=7; p=0.0156, Wilcoxon test)
without changes in mIPSC amplitude (control: -21.2 & 2.3 pA, TBOA: -20.9 £+ 3.0 pA; N=7;

ns, Wilcoxon test) (Fig4). The effect of TBOA was reversed by the application of APV (50 uM)
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in presence of TBOA (TBOA+APV: 0.17 £ 0.05 Hz, N=7, p= 0.0156, Wilcoxon test)

suggesting that TBOA-induced increase in mIPSCs frequency involved NMDATr activation.

NMDAr-dependent modulation of GABAergic transmission depends on the nature of the
recorded neuron.

The NMDA-induced modulation was not observed in a significant proportion of neurons.
We examined whether NMDA-induced facilitation of GABAergic transmission was specific to
connections onto excitatory or onto inhibitory interneurons. To this end, we recorded from
slices prepared with GAD65-eGFP mice.

NMDA facilitated spontaneous GABAergic IPSCs recorded from both GAD+ and GAD-
neurons, in similar proportions (GAD positive: 100%, N=10/10; GAD negative: 85 % N=6/7).
These results were similar to those obtained from C57Bl6 mice (Fig 5A).

Almost every GAD+ neuron displayed a facilitatory effect of NMDA on GABAergic
mIPSCs (91%, N=20/22). However, a significantly lower proportion of GAD negative neurons
(22%, N=2/9, p= 0.00042, Fischer’s exact test) show an effect of NMDA on GABAergic
mIPSCs (Fig5B). As previously observed in unidentified neurons, NMDA application
increased GABAergic mIPSCs frequency (control: 0.07 + 0.02 Hz, during NMDA: 0.25 £0.05
Hz; N=20; t=4.880, p=0.0001, paired t-test) with neither changes in amplitude (control: -17.5
+ 1.3 pA, during NMDA: -16.8 = 1.4 pA; N=20; t = 0.5017, paired t-test) nor in kinetics (data
not shown) (Fig 5C-D). In GAD negative neurons showing an effect, NMDA application also
increased GABAergic mIPSCs frequency (control: 0.10 & 0.04 Hz, during NMDA: 0.21 = 0.07
Hz; N=2) (Fig 5C). These results indicate that the facilitation of GABAergic synaptic
transmission by presynaptic NMDAr depended on the postsynaptic target: it preferentially

occurs in GABAergic connections onto GAD+ neurons.
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NMDA modifies the paired-pulse ratio and inhibits evoked GABAergic IPSCs.

An increased frequency of mIPSCs without changes in amplitude suggests a presynaptic
facilitation of GABA release. We further assessed this by measuring the effect of NMDA on
the paired-pulse ratio (PPR) of evoked IPSCs (eIPSCs) (FigbA). The relative change in absolute
PPR was consistently different from 0 independently of the interpusle interval : 20 ms interpulse
(APPR=0.19+£0.07 ,N=8,t=2.751, p=0.0285, one sample t-test), 50 ms interpulse (APPR
=0.194+0.06 ,N=9,t=3,p=0.0112, one sample t-test) or 100 ms interpulse (APPR =0.19
+0.07, N=9,t=0.1944 , p= 0.0205 , one sample t-test) (Fig6B).

We therefore investigated effects of NMDA application on evoked currents in GABAergic
neurons onto GABAergic neurons synapses. The mean amplitude of the evoked IPSC was
reduced (control: -37.5 = 3.9 pA, during NMDA: -24.7 + 2.6 pA; N =17; t = 6.029, p<0.0001,
paired t-test). This inhibition was maintained even after a complete wash out of NMDA (Wash

-24.4 + 2.6 pA, N=17, compared to control t =2.440, p = 0.0267, paired t-test) (FigbC-D).
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DISCUSSION

We showed that NMDA increased the frequency of GABA mIPSCs but depressed GABA
eIPSCs recorded in lamina II neurons. Inhibition of glutamate transporter induced NMDAr
activation and regulation of spontaneous GABA release. Furthermore, we showed that
facilitation of GABAergic synaptic transmission by NMDAr depended on the postsynaptic

target: it preferentially occurs in GABAergic connections onto GAD+ neurons.

NMDATr subunit composition and Mg sensitivity.

NMDAr are abundant in the dorsal horn with GluN1 and GIuN2A/B receptors subunits
expressed virtually in all lamina I and II neurons (Nagy et al., 2004). Concerning GIuN2C/D
subunits, their level of expression is lower in the dorsal horn compared to others GIuN2
subunits. But it has been shown that GABAergic interneurons also express NMDATr containing
NR2C/D subunits. These receptors may play a role for these receptors in modulating the activity
of inhibitory interneurons (Shiokawa et al., 2010).

Using a pharmacological approach, we identify GluN2C/D containing NMDAr as responsible
for the NMDA-induced increase of spontaneous GABA release. The increase in mIPSC
frequency was comparable in presence of 2mM Mg?>" or in absence of Mg?" showing low
sensitivity of this NMDAr to Mg?* block. This is in agreement with the fact that presence of
GluN2C/D subunits reduces the voltage-sensitive Mg*" block of NMDAr and therefore allows
an activation by endogenous glutamate even without depolarization to relieve the Mg?* block
(Paoletti, 2011). These properties of NMDAr are well suited for a presynaptic NMDA function
because it may allow receptors to sense levels of ambient glutamate and to be activated in

absence of depolarization, and so under resting conditions. Inhibition may be thus finely
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regulated according to the overall level of glutamate and so to the excitatory activity in the

network. (Bouvier et al., 2015).

NMDA receptors localization.

In the superficial laminae of the dorsal horn, NMDAr are present in virtually every excitatory
synapse and so expressed by every interneurons (Nagy et al., 2004). NMDAr have also been
immunocytochemically detected on presynaptic terminals of primary afferents (Liu et al., 1994;
Lu et al., 2003) where they regulate neurotransmitter release from the afferent terminals
(Bardoni, 2013). Presynaptic localization of NMDAr on GABAergic terminals is less
documented. Only one immunnohistochemical study has reported that, NMDAr are present on
a subset of GABAergic terminals (37 %) in rat superficial dorsal horn (Lu et al., 2005) but the
role of these receptors has not been investigated so far.

In other regions of the CNS, such as Cerebellum, Neocortex, Prefrontal cortex and visual cortex
immunocytochemicals and functional studies have documented presynaptic NMDAr
expression involved in modulation of GABA release (Glitsch and Marty, 1999; Mathew and
Hablitz, 2011; Abrahamsson et al., 2017; Pafundo et al., 2018). Some of these studies reported
a differential regulation of evoked and spontaneous release by presynaptic NMDAr (Glitsch
and Marty, 1999; Abrahamsson et al., 2017) comparable with our results. Indeed, we showed
that NMDA increased the frequency of GABA mIPSCs but depressed evoked GABA IPSCs
recorded in lamina II neurons. Considering a presynaptic localization of NMDAr, NMDAr
activation could induce a calcium influx through the NMDAr channel, facilitate synaptic vesicle
exocytosis and spontaneous GABA release. The same presynaptic NMDAr could depress
evoked GABA release by decreasing the input resistance, shunting the propagation of incoming
action potential. Presynaptic NMDAr could also, by depolarizing the synaptic bouton,

inactivate Na' channels and elevate the threshold for action potential firing. Both mechanisms
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would result in an increased transmission failure and reduced the probability of evoked GABA
release. Finally, presynaptic NMDAr could act via distinct and independent pathways to
control evoked and spontaneous release separately, as recently shown in visual cortex

(Abrahamsson et al., 2017).

However, our results are indirect evidence of a presynaptic localization of NMDAr with
important limitations. We cannot exclude that NMDAr are expressed near the GABAergic
synapse and that NMDA act by an indirect effect implicating a second messenger. Indeed,
postsynaptic NMDAr activation could be the source of calcium needed to trigger and/or release
of a retrograde message such as NO. NO for example would act retrogradely on the presynaptic
site and facilitate GABA release. Such a mechanism has been reported in the dorsal horn were
NO release is triggered by metabotropic glutamate receptors mGluR1 and induces a
heterosynaptic LTP of GABAeric synapses (Fenselau et al., 2011). Interestingly, in the dorsal
horn, NO synthase is expressed in 17% of GABAergic interneurons (Boyle et al., 2017) and we
found that NMDAr-dependent modulation of GABAergic transmission preferentially targets
inputs to GABAergic neurons. However this mechanism could only explain the facilitatory

effect observed on spontaneous transmission but not the depression of evoked IPSCs.

Finally, recent investigations have shown that functional NMDAr are present on astrocytes
(Ziak et al., 1998; Lalo et al., 2006; Palygin et al., 2011), and activation of these astroglial
NMDAr is involved in neuron-to-glia communication, and in the modulation of synaptic
inhibition (Lalo et al., 2006; Lalo et al., 2014)

Such receptors could be involved in our results but once again could not completely explain

the differential modulation of spontaneous and evoked GABA release.

However implication of different NMDAr with different localization can drive bidirectional
plasticities of GABAergic synapse (Mapelli et al., 2016) and so could explain the differential

regulation of GABAergic transmission that we observed.
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In our experiments, the frequency of glycinergic mIPSCs was unaffected, indicating that
presynaptic NMDAr were exclusively located at GABAergic nerve terminals and specifically
control spontaneous synaptic transmission at GABAergic inputs. These results are in
accordance with recent study by Kloc and collaborator who showed that NMDATr activation
induce LTP of glycinergic synapse that depends upon an increase in number and/or function of

GlyRs but is independent of glycine release. (Kloc et al., 2019).

Physiologically, glutamate required to activate NMDAr responsible of GABAergic synapse
modulation may originate from neighboring excitatory synapses. Then, NMDAr activation
depends on glutamate diffusing from neighboring synapses as previously described in
cerebellum (Huang and Bordey, 2004; Duguid and Smart, 2009). In dorsal horn networks
ambient levels of glutamate are tightly regulated by glutamate transporters. These transporters,
(mainly expressed by glial cells) have a crucial role in limiting glutamate diffusion and crosstalk
between neighboring synapses. Our results showed that even in absence of action potentials in
the network, blocking glutamate transporters is sufficient to increase extracellular glutamate
levels and induce NMDAr-dependent modulation of GABA release. In pathological states such
as neuropathic pain induced by a nerve injury, disruption of glutamate homeostasis in the DH
lead to an increase in extracellular levels of glutamate and subsequent spillover (Inquimbert et
al., 2012). The modulation of GABAergic synaptic transmission by NMDAr we described in

this study could be one new spinal mechanism involved in neuropathic pain.

Altogether our results strongly suggest that glutamate directly activates NR2C/D containing
NMDAr which differentially regulate GABA release. This crosstalk between excitation and
inhibition could control the excitatory/inhibitory balance in the spinal neuronal network. It will

be critical in future work to clarify the localization of NMDAr involved in the regulation of
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GABAergic transmission targeting GABAergic neurons and understand the role in spinal

network processing of nociceptive information.
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Figure 1. NMDA increases GABA sIPSC frequency in lamina II neurons.

A. Representative traces of total sSIPSCs recorded from lamina II neuron in spinal cord slice from C57BI6
mouse before (Control) and during NMDA application (NMDA) and after a washout (wash).

B. Bar graph showing total sIPSC frequency and peak amplitude before (Control) and during NMDA
application (NMDA) and after a washout (wash) (N=18). NMDA application resulted in a reversible
increase in sIPSC frequency without change in sIPSC amplitude.

C-D. Frequency and peak amplitude of GABAergic sIPSCs (C) and glycinergic sIPSCs (D) isolated
pharmacologically. NMDA application enhances GABAergic sIPSC (recorded in presence of
strychnine) frequency (N=67) but did not affect glycinergic sIPSCs, recorded in presence of bicuculline
(D) (N=9).

**% p<0.001. Paired t-test was used. Error bars indicate SEM.
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Figure 2. Activation of GluN 2C/D containing NMDA receptors induces increase of spontaneous
GABAergic transmission.

A-B. Example of the effect of 2 successive NMDA applications on the number of GABAergic sIPCSs
(50sec bin). NMDA effect is reproducible (A) and completely blocked in presence of APV (50 uM)
(B).

C. Effect of a second application of NMDA in presence of different NMDAr selective antagonists.
Histogram showing the effect of a second NMDA application normalized to a first application performed
in absence of antagonists. NMDA-induced increase in GABA sIPSC frequency was inhibited in
presence of APV (50 uM, N=8) and UBP 141 (10 uM, N =4; 25 uM, N =9). Presence of Zinc (100nM,
N =4) or Ifenprodil (10 uM, N = 8) did not affect NMDA effect.

* p<0.05and ** p<0.01. Mann-Whitney test was used. Error bars indicate SEM.
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Figure 3. Activation of GluN2C/D containing NMDA receptor increase miniature GABAergic
mIPSCs.

A. Representative traces of mIPSCs recorded from a lamina II neuron in spinal cord slice from C57B16
mouse before (Control) and during NMDA application (NMDA).

B. Bar graph showing total mIPSC (N = 14) and GABA mIPSC (N = 36) frequency and peak amplitude
before (Control) and during NMDA application (NMDA).

C. Effect of APV (50 uM, N = 6) and NAB 14 (10uM, N = 5) on NMDA-induced increase in GABA
mIPSC frequency. Both antagonists blocked effect of NMDA application.

D. NMDA-induced increase in GABA mIPSC frequency in presence (2mM Mg?*, N=36) or in absence
of external Mg”* (0 mM Mg**, N = 5) is comparable.

* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. Paired t-test (A), Mann-Whitney test (B) and Wilcoxon test (C) were
used. Error bars indicate SEM.
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Figure 4. Inhibition of glutamate transporter increase GABA mIPSC frequency.

A. Representative traces of GABA mIPSC before (Control) and during TBOA (50 uM) application
(NMDA), and in presence of TBOA plus APV (50 uM).

B. Histogram showing number of GABA mIPSC as a function of the recording time in a representative
recorded neuron.

C. Frequency and peak amplitude of GABAergic mIPSCs (N = 7). TBOA increased GABA mIPSC
frequency but did not alter their amplitude. TBOA effect is blocked by APV application.

* p<0.05 and ** p<0.01. Paired t-test was used. Error bars indicate SEM.
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Figure 5. NMDA enhancement of mIPSC frequency target specifically GABAergic interneurons
A. proportion of recorded neurons showing an increase of GABA sIPCS frequency by NMDA
application, in unidentified neurons from C57bl6 mice and GAD positive (GAD+) or GAD negative
(GAD-) neurons from GAD65-eGFP mice.

B proportion of recorded neurons recorded showing an increase of GABA mIPCS frequency by NMDA
application is significantly higher in GAD positive (GAD+) neurons than for GAD negative (GAD-).
C-D Frequency (C) and peak amplitude (D) of GABAergic mIPSCs recorded in GAD+ and GAD-
neurons from GAD65-eGFP mice. Effect of NMDA on mIPSC frequency is independent of the neuron

type.
*** p<0.001. Fischer’s exact test (B) and Paired t-test (C) were used. Error bars indicate SEM.
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Figure 6. NMDA inhibits evoked IPSCs in GAD positive neurons.

A. Average of 10 traces representing the response to two successive stimulations separated by 50 ms
before (black, control) and during NMDA application (orange, NMDA) and after a washout (grey,
wash).

B. histograms showing the relative change in PPR measured in GAD positive cells, for 3 different paired
stimulation interval: 20 ms (N = 8), 50 ms (N =9) and 100 ms (N=9).

C Time course of normalized GABAergic eI[PSC amplitude before and after NMDA application (N =
17).

D. Histogram showing average eIPSC amplitude before (control) NMDA application, after NMDA
application (NMDA) and after a washout (wash) (N =17)

* p<0.05 and *** p<0.001. One sample t-test (B) and paired t-test (D) were used. Error bars indicate
SEM.
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Résultat partie 11

Role des cellules gliales dans la transmission GABAergique basale et dans la
facilitation de la transmission GABAergique induite par ’activation des

récepteurs NMDA

Contexte de I’étude :

Dans le SNC, les cellules gliales expriment une grande diversité de récepteurs pour des
neurotransmetteurs et des neuromodulateurs (Watkins et al., 2005; Verkhratsky et Nedergaard, 2018).
Cela leur permet de recevoir des informations des synapses environnantes et de moduler en retour la
transmission synaptique glutamatergique et GABAergique. Cela est possible en partie par la libération
de gliotransmetteurs tels que le glutamate, la D-sérine, I’ATP ou le GABA (Kang et al., 1998; Panatier
et al., 2006; Bazargani et Attwell, 2016; Verkhratsky et Chvatal, 2019).

Dans le SNC, I’expression des récepteurs NMDA est montré sur des astrocytes corticaux en
culture ou il est retrouvé des ARNm codant pour la sous-unité¢ GluN1 (Zhou et al., 2010). II est de plus
montré que ces récepteurs NMDA sont fonctionnels et sont moins sensibles au blocage par le Mg** (Lalo

et al., 2006; Verkhratsky et Chvatal, 2019).

Dans la ME, assez peu d’études indiquent I’existence de récepteurs NMDA ayant une
localisation gliale. Des données électrophysiologiques indiquent cependant I’expression de récepteurs
NMDA par les astrocytes, oligodendrocytes et cellules précurseurs de ces cellules chez le jeune rat (P5-
P13). En effet, I’application de NMDA sur ces cellules induit un courant entrant de charges positives
non affecté par les antagonistes des récepteurs AMPA et Kainate (Ziak et al., 1998). Ces récepteurs sont
peu sensibles au Mg”", ce qui est cohérent avec les données obtenues sur des astrocytes corticaux en

culture montrant une expression des sous unités GluN2C/D ou GluN3 (Palygin et al., 2010).

Des résultats préliminaires obtenus au sein de 1’équipe, par la technique du patch clamp en
condition outside-out sur des cultures de cellules gliales de la CD, tendent a montrer la présence de
récepteurs NMDA fonctionnels. En effet, ces données préliminaires indiquent que 1’application de
NMDA induit I’ouverture d’un canal avec des conductances similaires a celle des récepteurs NMDA
contenant des sous-unités GluN2C/D ou GIluN3. De plus I’ouverture de ces canaux est bloquée par

I’application d’AP5 (50uM) (n=2).

Ces raisons nous ont amen¢ a étudier ’implication des cellules gliales dans 1’effet facilitateur

du NMDA sur la transmission synaptique GABAergique au sein de la lamina II. Pour cela nous avons
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Figure 33 : Effet du fluorocitrate et de la D-sérine sur la transmission GABAergique spontanée de base.

(A) Haut : Des neurones non identifiés sont enregistrés en condition cellule-entiére en présence de CNQX (10uM)
et strychnine (1uM). Les tranches de ME du groupe contréle n’ont pas recu de traitement tandis que les tranches du
groupe FC et FC+D-ser ont été incubées pendant 30minutes avec du FC a 100uM. Les tranches du groupe FC+D-
ser ont de plus été perfusées avec de la D-sérine (50uM) pendant 20 minutes durant I’enregistrement. Bas : Exemple
de traces représentatives des sCPSIs GABAergiques dans les différentes conditions. (B-C) Fréquence (B) et
amplitude (C) des sCPSIs GABAergiques en condition contrdle (Ctrl), aprés incubation avec du fluorocitrate (FC)
et suite a la perfusion de D-sérine (D-ser) sur la totalité des neurones et sur les neurones avec ou sans effet du
NMDA sur la transmission synaptique GABAergique. Test de Student pour données appariées * p<0.05.



bloqué la communication neurone-glie grace a une gliotoxine, le fluorocitrate (FC). Nous avons choisi
d’incuber les tranches de ME dans I’ACSF contenant du FC (100uM) pendant 30 minutes avant de
commencer les enregistrements. Cette condition est notée FC. Des expériences complémentaires avec
une perfusion en bain de D-sérine (100uM pendant 20 minutes) sur des tranches préalablement traitées
au FC ont aussi été réalisées afin de déterminer si la D-sérine astrocytaire joue un role dans la modulation

de la transmission GABAergique. Cette condition est notée FC+D-ser.

1) Effet du FC et de la D-sérine sur la transmission synaptique inhibitrice

GABAergique basal

Les expériences ont été réalisées en présence de CNQX (10uM) et strychnine (1uM) afin d’étudier
I’effet du FC et de la D-sérine sur la transmission spontanée GABAergique. De la TTX (0.5uM) a été
ajoutée au milieu extracellulaire dans certaines expériences pour étudier la transmission miniature. Les
enregistrements ont été réalisés dans les méme conditions que précédemment (voir chapitre matériels et
méthodes). Les résultats obtenus ont été comparés avec un groupe controle dans lequel les neurones
n’ont pas subi de traitement pharmacologique. L’étude de I’effet du FC sur la transmission
GABAergique basale a été réalisée sur une période de 5 minutes apres 30 minutes d’incubation au FC
pour la condition FC. L’effet de la perfusion de la D-sérine est évalué apres 20 minutes de perfusion de

D-sérine sur des tranches pré-incubées avec du FC pendant 30 minutes (Figure 33A).

1.1 Etude sur la transmission spontanée

Afin de déterminer I’effet du FC sur la transmission synaptique GABAergique, nous avons comparé
les fréquences des sCPSIs GABAergiques des neurones non traités a ceux traités au FC (contrdle : 0.124
+0.009 Hz, n=82 ; FC : 0.056 + 0.009 Hz, n=19 ; test de Student pour données non appariées, p=0.0102)
(Figure 33B). Nous avons ainsi observé que I’incubation des tranches avec le FC diminue

significativement la fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques.

Nous avons ensuite analysé I’effet du FC sur le sous-groupe de neurones ou un effet du NMDA est
observé et sur le sous-groupe ou aucun effet du NMDA n’est observé. Ces analyses ont été réalisées
dans le but de mettre en évidence une éventuelle régulation spécifique de la transmission synaptique
GABAergique par les cellules gliales. Dans le sous-groupe de neurones ot le NMDA induit un effet, les
résultats obtenus indiquent que le FC diminue significativement la fréquence d’apparition des sCPSIs
GABAergiques (contrdle : 0.116 £ 0.009 Hz, n=67 ; FC : 0.029 + 0.007, n=7 ; test de Student pour
données non appariées, p=0.024) (Figure 33B). Dans le sous-groupe de neurones ou aucun effet du

NMDA n’est observé, les résultats indiquent une tendance a la diminution, non significative, de la
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Figure 34 : Effet du fluorocitrate et de la D-sérine sur la transmission GABAergique miniature de base.

Effet du FC et de la D-sérine sur la fréquence (A), ’amplitude (B), le t activation (C) et le T désactivation (D) des
mCPSIs GABAergiques de la totalité des neurones et sur les neurones avec ou sans effet du NMDA. On note que le
traitement au FC et a la D-sérine modifient les cinétiques des événements GABAergiques miniatures. Test de

Student pour données appariées * p<0.05.
(E) Gauche : traces moyennes obtenues a partir de 10 traces individuelles d’événements GABAergiques miniatures

en condition contrdle (noir) et FC (gris). Droite : traces moyennes obtenues a partir de 10 traces individuelles
d’évenements GABAergiques miniature en condition FC (gris) et FC+D-sér (gris foncé). Test de Student pour

données appariées * p<0.05.



fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques apres I’incubation des tranches avec le FC (controle :
0.161 £0.03 Hz, n=15 ; FC : 0.071 £0.01, n=12 ; test de Student pour données non appariées, p=0.071)
(Figure 33B). Enfin, ’effet du FC sur amplitude des sCPSIs GABAergiques a été¢ évalué et aucun
changement n’a été observé (Figure 33C) (Tableau 6). Ces résultats suggerent que le traitement au FC,
qui bloque le métabolisme des cellules gliales, diminue la libération de GABA au sein du réseau de la

lamina II.

Pour déterminer le role de la D-sérine dans la modulation de la transmission synaptique
GABAergique, nous avons perfusé de la D-sérine (50uM ; 20min) sur des tranches prétraitées au FC.
Nous avons noté que la perfusion de D-sérine ne change pas la fréquence de base des sCPSlIs
GABAergiques (Tableau 6) (Figure 33B). Il est intéressant de remarquer qu’il n’y a pas de différence
significative de la fréquence des sCPSIs GABAergiques entre le groupe controle et le groupe FC+D-ser
(controle sur I’ensemble des neurones: 0.124 + 0.009 Hz, n=82 ; FC+D-ser sur 1’ensemble des
neurones : 0.083 = 0.017, n=16 ; test de Student pour données non appariées, p=0.16) (Figure 33B). Ce
résultat peut signifier une récupération de la fréquence de base des sCPSIs GABAergiques lorsque la D-
sérine est perfusée. Enfin I’effet de la D-sérine sur I’amplitude des sCPSIs GABAergiques a été évalué

et aucun changement n’a été observé (Figure 33C) (Tableau 6).

1.2 Etude sur la transmission miniature

Nous avons réalis¢ les mémes expériences en présence de TTX (0.5uM) afin de s’affranchir de
I’activité de décharge de potentiels d’actions dans le réseau neuronal et d’évaluer I’effet du FC et de la
D-sérine sur la synapse GABAergique. Aucun changement significatif de la fréquence d’apparition et
de ’amplitude des mCPSIs GABAergiques n’a été observé (Tableau 6) (Figure 34A et B). On note
toutefois une tendance a la diminution de la fréquence d’apparition des mCPSIs GABAergiques sur le
sous-groupe de neurone ou le NMDA induit un effet (contréle : 0.072 & 0.006 Hz, n=36 ; FC : 0.053 +
0.019 n=8 ; test de Student pour données non appariées p=0.14) (Figure 34A).

Effet du FC et de la D-ser sur les cinétiques des mCPSIs GABAergiques

Nous avons analysé I’effet du FC sur les cinétiques d’activation (t activation) des mCPSIs
GABAergiques (contrdle : 1.36 £ 0.048 ms, n=66 ; FC : 0.958 + 0.074 ms, n=20 ; test de Student pour
données non appariées, p=0.011). Les résultats montrent que I’incubation au FC diminue le T activation
des mCPSIs GABAergiques. L’effet de la D-sérine a ensuite été évalué sur les tranches pré-incubées
avec du FC et comparé a la condition contrdle (contrdle : 1.36 £+ 0.048 ms, n=66 ; FC+D-ser : 1.39 +
0.08, n=10 ; test de Student pour données non appariées, p=0.84) (Figure 34C et E). On constate que la
perfusion de D-sérine restaure un t activation des mCPSIs GABAergiques similaire a celui obtenu en

condition contrdle.
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Figure 35 : Effet de ’application de NMDA sur la transmission GABAergique spontanée aprés incubation
des tranches avec du FC (100uM ; 30min) et perfusion avec la D-sérine (S0uM ; 20min).

(A) Exemples de traces représentatives des sCPSIs GABAergiques d’un neurone de la lamina II en condition
controle, FC et FC+D-ser avant, pendant et apreés application de NMDA (100uM). (B) Fraction de neurones
répondant a I’application de NMDA en condition contrdle, FC et FC+D-ser. Test exact de Fischer *** p< 0.001 ; *
p< 0.05. (C-D-E) Effet du NMDA sur la fréquence (C), la fréquence normalisée par rapport a la ligne de base (D) et
I’amplitude (E) des sCPSIs GABAergiques en condition contrdle, FC et FC+D-ser. Test de Student pour données
appariées * p<0.05 ; *** p<0.001. Test de Student pour données non appariées # p<0.05.



Nous avons ensuite analysé 1’effet du FC sur les cinétiques de déactivation (t déactivation) des
mCPSIs GABAergiques (controle cellules avec réponses : 31.52 + 1.22 ms, n=36 ; FC cellules avec
réponses : 39.7 £ 3.36 ms, n=6 ; test de Student pour données non apparié¢es p=0.054). Les résultats
indiquent une tendance a I’augmentation du t déactivation des mCPSIs GABAergiques en condition FC
sur les neurones ou le NMDA induit un effet. Sur ces mémes neurones, la D-sérine a été perfusée (FC
cellules avec réponses : 39.7 &+ 3.36 ms, n=6 ; FC+D-ser cellules avec réponses : 27.03 + 1.78 ms, n=8 ;
test de Student pour données non appariées p=0.025) (Figure 34D et E). Nous avons constaté que la
perfusion de D-serine sur des tranches pré-traitées au FC diminue le © déactivation des mCPSIs
GABAergiques. Le nombre de neurones enregistré n’est pas suffisant pour tirer des conclusions de ces
résultats. On observe tout de méme que 1’incubation au FC diminue le t activation et tend & augmenter
le t déactivation des mCPSIs GABAergiques. De plus, la perfusion de D-sérine rétabli des cinétiques

similaires a celles observées en condition controle.

2) Effet du FC et de la D-serine sur la facilitation de la transmission

GABAergique observée apres I’application de NMDA

Sur les neurones analysés précédemment, une application de NMDA (100uM ; 1min) a été réalisée
dans les conditions controle, FC et FC+D-ser. Seuls les résultats concernant les neurones présentant un
changement de la fréquence d’apparition des CPSIs GABAergiques suite a 1’application de NMDA
seront présentés ci-dessous. Pour les neurones dans lesquels le NMDA n’a pas eu d’effet sur la
fréquence, nous n’avons pas observé d’effet sur I’amplitude, le T activation et le T déactivation des

sCPSIs et mCPSIs GABAergiques (tableau 6).

2.1 Etude sur la transmission spontanée
Proportion de réponses suite a I’application de NMDA

En condition controle, 81.7% des neurones (n=67 sur 82 neurones) présentent une augmentation de
la fréquence d’apparition des sCPSIs suite a I’application de NMDA (Figure 35A et B). Cette forte
proportion de réponses est réduite a 36.8% (n=7 sur 19 neurones) lorsque les neurones sont
préalablement incubés avec du FC (test exact de Fisher entre condition contréle et FC, p=0.0002). La
perfusion des tranches avec de la D-sérine (50uM ; 20minutes) permet de restaurer une proportion de
réponses a 75% (n=12 sur 16 neurones), similaire a celle observée en condition contrdle (test exact de
Fisher entre condition FC et FC+D-ser, p=0.041) (Figure 35B). Ces résultats indiquent que dans le
réseau de la lamina II, le maillon glial est important pour obtenir I’effet du NMDA sur une sous-

population de neurones. On peut spéculer qu’en condition FC, les astrocytes sont en incapacités de
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Figure 36 : Effet de ’application de NMDA sur la transmission GABAergique miniature apreés incubation
des tranches dans le FC et perfusion avec la D-sérine.

(A) Exemples de traces représentatives des mCPSIs GABAergiques de neurones de la lamina II en condition
contrdle, FC et FC+D-ser avant et aprés application de NMDA (100uM). (B) Fraction de neurones répondant a
I’application de NMDA en condition contrdle, FC et FC+D-ser. Test exact de Fischer * p<0.05. (C-D-E-F) Effet du
NMDA sur la fréquence (C), I’amplitude (D), le T activation (E) et le t déactivation (F) des mCPSIs GABAergiques
en condition contrdle, FC et FC+D-ser. Test de Student pour données apparices * p<0.05 ; *** p<0.001



libérer de la D-sérine. L’absence de ce gliotransmetteur serait alors responsable de la diminution du taux

de réponse observée suite a I’application de NMDA.
Effet du NMDA en condition FC

L’application de NMDA en condition controle augmente fortement la fréquence des sCPSls
GABAergiques dans 81.7% de neurones (contrdle : 0.116 + 0.01 Hz ; contréle+tNMDA : 0.809 = 0.079
Hz, n=67 ; test de Student pour données appariées, p<0.0001). Nous avons évalué I’effet du NMDA sur
la fréquence des sCPSIs GABAergiques en condition FC (FC : 0.029 = 0.01 Hz ; FC+NMDA : 0.287 +
0.069 Hz, n=7 ; test de Student pour données apparié¢es, p=0.008). On constate que la perfusion de
NMDA augmente significativement la fréquence des sCPSIs GABAergiques en condition FC (Figure
35C). On note toutefois que I’amplitude de I’effet du NMDA est plus faible en condition FC par rapport
a la condition contréle (contréle+NMDA : 0.809 + 0.0790 Hz, n=67 ; FC+NMDA : 0.287 = 0.069 Hz,
n=7 ; test de Student pour données non appariées, p=0.038) (Figure 35C). Cette comparaison de 1’effet
du NMDA est observé alors que la fréquence de base des sCPSIs GABAergiques est déja diminuée en
condition FC (Figure 33B). Afin de ne prendre en compte que I’effet relatif du NMDA, nous avons
normalisé les fréquences par rapport a la fréquence de base pour chaque condition (fréquence de base
normalisée a 1 ; Controle+tNMDA : 10.4 £ 1.5, n=67 ; FC+NMDA : 14.4 =5, n=7 ; FC+D-ser+tNMDA :
6.7 £ 1.23) (Figure 35D). Il apparait ainsi que I’effet du NMDA augmente la fréquence des sCPSIs

GABAergiques relative de fagon similaire en condition contréle et FC.
Effet du NMDA en condition FC+D-ser

L’effet du NMDA sur la fréquence des sCPSIs GABAergiques a été évalué sur des tranches pré-
traitées au FC et perfusées avec la D-sérine (FC+D-ser : 0.0968+0.029 Hz ; FC+D-ser+NMDA : 0.556
+0.17 Hz, n=12 ; test de Student pour données appariées, p=0.011) (Figure 35C). On note que le NMDA
augmente significativement la fréquence des sCPSIs GABAergiques. Nous avons ensuite comparé
I’effet du NMDA entre la condition contréle et FC+D-ser (controle+tNMDA : 0.809 + 0.079 Hz, n=67 ;
FC+D-sertNMDA : 0.556 = 0.17 Hz, n=12 ; test de Student pour données non appariées, p=0.21)
(Figure 35C). Les résultats n’indiquent pas de différence significative entre I’effet du NMDA sur le
groupe contrdle et I’effet du NMDA sur le groupe FC+D-ser. Cela indique que la perfusion de D-sérine
tend a rétablir ’effet du NMDA a des niveaux comparables a ceux observés en condition contrdle.
L’amplitude des sCPSIs GABAergiques suivant une application de NMDA ne change pas dans les
différentes conditions (figure 35E) (tableau 6).

L’effet du NMDA est donc similaire entre les différentes conditions et induit une facilitation de la
transmission synaptique GABAergique. Cependant, le fluorocitrate induit une diminution de la
proportion de neurones dans lesquels le NMDA induit cette facilitation. Cet effet du FC est réversé par

la perfusion de D-sérine.
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Figure 37 : Effet de la perfusion de DAAQO sur la transmission GABAergique spontanée dans
des tranches de ME non traitées.

(A) Les neurones enregistrés répondant a une premicre application de NMDA sont perfusés avec la DAAO

(50uM) pendant 20minutes

avant la

seconde application de NMDA et jusqu’a

la fin de

I’enregistrement. (B) Les traces présentées illustrent D’effet du DAAO obtenue sur 6 neurones.
(C-D) Effet du NMDA sur la fréquence (B) et I’amplitude (C) des sCPSIs GABAergique avant et apres
perfusion de la DAAO. Test de Student pour données appariées *** p<0.001. Test de Student pour données
non appariées # p<0.05



2.2 Etude sur la transmission miniature
Proportions de réponse suite a ’application de NMIDA

54.5% des neurones (n=36 sur 66 neurones) présentent une augmentation de la fréquence
d’apparition des mCPSIs GABAergiques suite a une application de NMDA en condition contrdle. Cette
proportion diminue fortement en condition FC jusqu’a 28.6% (n= 6 sur 21 neurones) (test exact de
Fisher entre condition contréle et FC, p=0.047). Cependant, suite a la perfusion de D-sérine, la
proportion de neurones qui répondent au NMDA est rétablie a 80% (n=8 sur 10 neurones) (test exact de
Fisher entre condition FC et FC+D-ser, p=0.018) (Figure 36B). Comme en condition spontanée, la glie
et la D-sérine jouent un role important dans 1’effet modulateur du NMDA sur la transmission synaptique

GABAergique miniature.
Effet du NMDA

L’application de NMDA induit une augmentation de la fréquence des mCPSIs GABAergiques en
condition contrdle (contréle : 0.072 = 0.009 Hz ; controle+tNMDA : 0.314 + 0.06 Hz, n=36 ; test de
Student pour données appariées, p=0.0001). Nous avons évalué I’effet du NMDA en condition FC sur
la fréquence des mCPSIs GABAergiques (FC : 0.038 £ 0.019 Hz ; FC+NMDA : 0.113 £ 0.033 Hz, n=6 ;
test de Student pour données appariées, p=0.012). De méme, nous avons déterminé I’effet du NMDA
en condition FC+D-ser (FC+D-ser : 0.0531 £ 0.013 Hz ; FC+D-sertNMDA : 0.57 + 0.19 Hz, n=8 ; test
de Student pour données appariées, p=0.028) (Figure 36A et C). Pour chaque condition, 1’application
de NMDA augmente la fréquence d’apparition des mCPSIs GABAergiques. Aucun effet n’a été observé
sur les cinétiques des mCPSIs GABAergiques (tableau 6) (Figure 36D, E et F).

2.3 Effet de la D-Aminoacide oxydase (DAAQ) sur la transmission synaptique inhibitrice
GABAergique spontanée

Afin de déterminer le rdle de la D-sérine dans I’effet facilitateur du NMDA, des tranches non traitées
au FC ont été perfusées avec de la DAAO (50uM, 20min) afin de dégrader la D-sérine extracellulaire
avant I’application de NMDA. Six neurones montrant une réponse a une premicre application de NMDA
ont été perfusés avec de la DAAO (controle : 0.0119 = 0.047 Hz ; controle+tNMDA : 0.814 + 0.26 Hz ;
test de Student pour données appariées p=0.029) (Figure 37A et B). La perfusion de DAAO pendant 20
minutes, suite a la premiere application de NMDA, a induit un blocage complet de 1’effet de la seconde
application de NMDA (DAAO : 0.065 + 0.035 Hz ; DAAO+NMDA : 0.04 £ 0.014 Hz, n=6 ; test de
Student pour données appariées p=0.34) (figure 37C). Aucun changement significatif de I’amplitude des
sCPSIs GABAergiques n’a été observé apres application de la DAAO (tableau 6) (Figure 37D). Ces
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Figure 38 : Etude de D’effet du FC et d’une application de NMDA au niveau de la population des
neurones GABAergiques.

(A) Les neurones non identifiés, enregistrés sur des tranches de ME de souris C57BL/6, répondant a une premiere
application de NMDA aprées une incubation dans le fluorocitrate représente la condition controle. Elle est représenté
sur les graphiques en bleu. Les neurones GABAergiques, enregistrés sur des tranches de ME de souris transgéniques
GADG65::EGFP, aprés une incubation dans le fluorocitrate représente la condition GAD65::EGFP. Ces deux
conditions ont été comparé afin de déterminer s’il existe une régulation différente de la communication neurone-glie
selon la nature neurochimique du neurone enregistré.

La fraction de neurones répondant a 1’application de NMDA (B) ainsi que la fréquence (C), I’amplitude (D), le t
activativation (E) et le © désactivation (F) des mCPSIs GABAergiques sont représentés. Test de Student pour

données appariées * p<0.05.



résultats indiquent que la D-sérine joue un réle majeur dans [’activation des récepteurs NMDA

responsables de la facilitation de la transmission synaptique GABAergique.

3) Régulation différentielle de la communication neurone-glie selon la nature

neurochimique du neurone enregistré

Nous avons vu qu’un traitement au FC diminue significativement la proportion de neurones
répondant au NMDA, passant de 54.5 a 28.6% en condition miniature. Dans la lamina II, les
interneurones inhibiteurs représentent environ 30-35% des neurones (Polgar et al., 2003). Il est
intéressant de remarquer que la proportion de neurones répondant toujours a 1’application de NMDA
apres 1’incubation avec le FC (28.6%) est similaire a celle des interneurones inhibiteurs dans la lamina
II. Afin de déterminer si le FC a un effet spécifique selon la nature du neurone postsynaptique enregistré,
nous avons utilisé des souris GAD65::EGFP. Cela nous a permis d’étudier 1’effet du FC sur les synapses

GABAergiques contactant un neurone GABAergique (Figure 38A).
Proportion de réponses suite a ’application de NMIDA

Ces expériences préliminaires sur la transmission miniature GABAergique montrent que 100%
des neurones GADG65 positifs (GABAergiques) enregistrés (n=4) traités au FC recoivent des entrées
GABAergique facilitées par 1’application de NMDA contre 28.6% sur des neurones non identifiés de
tranches de souris C57bl/6 en condition FC (FC C57BL/6 : n= 7 sur 19 neurones ; FC GAD65::EGFP :
n=4 sur 4 neurones ; test exact de Fisher, p=0.037) (Figure 38B).

Effet du NMDA

L’effet de I’application de NMDA sur la fréquence des mCPSIs GABAergiques a été évalué sur
les tranches de souris C57BL/6 pré-incubées avec le FC (FC C57BL/6) (FC C57BL/6 : 0.038 + 0.019
Hz ; +NMDA : 0.113 £ 0.033 Hz, n=6 ; test de Student pour données appariées, p=0.012). Nous avons
aussi évalué I’effet de ’application de NMDA sur les tranches de souris transgéniques GAD65::EGFP
pré-incubées avec le FC (FC GADG65::EGFP : 0.0349 + 0.019 Hz ; +NMDA : 0.156 + 0.08 Hz, n=4 ;
test de Student pour données appariées, p=0.15) (Figure 38 C). L’application de NMDA augmente la
fréquence des mCPSIs GABAergiques en condition FC sur les tranches de souris C57BL/6 et
GADG65::EGFP de fagon similaire. Les paramétres cinétiques des mCPSIs GABAergiques dans les deux
groupes sont inchangés (Tableau 6) (Figure 38D, E et F).

Ces résultats préliminaires indiquent que les cellules gliales modulent la libération de GABA de
fagon différente selon le type de synapse. En effet, un maillon glial ne semble pas nécessaire a I’effet

facilitateur du NMDA au niveau des synapses GABAergiques ciblant un neurone GABAergique. Notre

119



Tableau 6 : Caractéristiques des CPSI spontanée et miniature dans les différentes conditions
présentés dans la partie II en absence ou en présence de NMDA.

Transmission spontanée Ctrl FC sur C57BL/6 FC+D-sérine DAAO
P Baseline +NMDA Baseline +NMDA Baseline +NMDA Baseline +NMDA

Lelules Fréquence (Hz)| 0.116+0.01  0.809+0.08 1n=67| 0.029+0.01 0.29+0.07 n=7 0.097+0.03 0.56£0.17 n=12 [ 0.065+0.03 0.04+0.014 n=6
avec un
effet du .
NMDA Amplitude (pA)| -242+1.67  -23.5£121 n=67| -25.6+3.46 24.6£3.4 n=7 -24.6+5.68 -23.242.55 n=12 |-17.99+£0.78 -16.951.11 n=6
Cellules Fréquence Hz)| 0.161+0.04  0.138+0.03 n=15| 0.071+0.02 0.064£0.02 n=12| 0.041£0.014  0.038+0.018 n=4 / /

sans effet

du NMDA Amplitude (pA)| -232+22  -25.06+338 n=15| -22.743.74  -19.6+3.84 n=12| -19.1+0.99 -15.4£2.55 n=4 / /
Transmission miniature Ctrl FC sur C57BL/6 FC sur GAD65::GFP FC+D-sérine

Baseline +NMDA Baseline +NMDA Baseline +NMDA Baseline +NMDA

Fréquence 0.072+0.009 0.314+0.062 n=36 | 0.038+0.019 0.113+0.033 n=6 | 0.035+0.018 0.156+0.082 n=4 | 0.053+0.013 0.57+0.18 n=38

Cellules

Amplitude -19.99+0.85  -19.39+£0.82 n=36 [ -22.3244.27  -17.4242.88 n=6 | -12.89£2.59  -14.85+0.97 n=4 | -21.2542.24 = -20.86+2.55 n=8
avec un
effet du L.
NMDA T activation 1.41%0.07 1.37+0.08 n=36 | 1.12+0.11 1.24+0.14 n=6 | 1.408+0.33 1.407+0.31 n=4 1.400.15 1.47+0.15 n=38
T déactivation | 31.52+1.5 31.02+1.82 n=36 | 39.7+4.72 34.41£11.37 n=6 | 39.21+10.18  29.5744.04 n=4 | 27.03£2.47 18.99+1.85 n=38
Fréquence 0.096+0.014  0.086+0.018 n=30 | 0.069+0.022  0.048£0.017 n=15 / / 0.033£0.008  0.035+0.005 n=2
Cellules Amplitude 20.9940.9  -18.93+1.11 n=30| -19.79£1.19  -18.28+1.31 n=15 / / -18.3344.98  -20.95+1.92 n=2
sans effet
du NMDA 7 activation 1.3+0.09 1.3740.1 n=30| 0.89+0.13 1.13+0.18 n=15 / / 1.35£0.06 1.48£0.01 n=2

T déactivation | 33.17£2.35 31.78+2.39 n=30| 34.19+4.12 33.47+4.67 n=15 / / 30.59+5.52 33.87+16.4 n=2




hypothése est donc que la glie aurait un réle particulierement important dans I’effet du NMDA aux

synapses GABAergiques ciblant un neurone glutamatergique.
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Discussion partie 11

1) Role des cellules gliales dans la modulation de la transmission synaptique

inhibitrice de base

1.1) Le fluorocitrate induit une diminution de I’activité synaptique GABAergique dans la lamina

11

Dans cette étude, nous avons montré que le traitement des tranches de ME au FC (100uM ; 30min)
diminue la fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques. Cet effet sur la transmission
GABAergique de base est observé sur les neurones ou le NMDA va ensuite avoir un effet modulateur.
Il a également été noté une tendance a la diminution des mCPSIs GABAergiques sur les neurones ot,
encore une fois, un effet du NMDA a ¢été observé. Le traitement au FC n’a induit aucun changement de
I’amplitude de ces courants en condition spontanée et miniature. Ces résultats indiquent une diminution
de la probabilité de libération de neurotransmetteur GABA en condition spontanée ainsi qu’une tendance
a la diminution en condition miniature. Le blocage du métabolisme des cellules gliales a donc un effet
modulateur négatif sur la transmission synaptique GABAergique basale par un effet réseau et aussi
potentiellement par un effet directement sur les terminaisons synaptiques qui est a confirmer. Des
résultats similaires ont été obtenus dans des cultures de neurones hippocampiques ou le FC diminue la
fréquence des mCPSIs GABAergiques sans changement de 1’amplitude des courants synaptiques
(Kaczor et al., 2015). Le mécanisme n’est pas décrit mais les auteurs émettent 1’hypothése que cet effet
sur la transmission synaptique GABAergique est di a I’absence d’un gliotransmetteur (I’ATP) en
condition FC. D’autres résultats obtenus sur des tranches de ME de rat n’ont pas mis en évidence d’effet
du FC sur la fréquence de base des mCPSIs GABAergiques (Seibt et Schlichter, 2015). De méme,
I’injection intrathécale in vivo de fluoroacétate, le composé précurseur du FC, chez le rat pendant 2
semaines n’empéche pas la détection de stimuli mécaniques nociceptifs et non nociceptifs chez ces
animaux. Ces données comportementales semblent indiquer que le fluoroacétate ne supprime pas
I’activité neuronale (Lefévre et al., 2015). Dans nos conditions, une tendance a la diminution de la
fréquence des mCPSIs GABAergiques est détectée. La différence entre les espéces utilisées peut

expliquer ces divergences d’effet du FC sur la transmission synaptique inhibitrice.

1.2) L’effet du fluorocitrate est uniquement observé sur les neurones répondant par la suite a

P’application de NMDA

De fagon intéressante, 1’effet du FC semble dépendre de la nature neurochimique du neurone
enregistré. En effet, la diminution de la fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques et la tendance

a la diminution des mCPSIs GABAergiques sont observées sur le sous-groupe de neurones ou le NMDA
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induit un effet. Au cours de notre étude, nous avons mis en évidence que I’effet du NMDA est presque
toujours observé aux synapses GABAergiques contactant un neurone GABAergique. On peut donc
émettre I’hypothése que les synapses sensibles au FC soient en majorité des synapses GABAergiques

contactant un neurone GABAergique.

Nos résultats sont cohérents avec d’autres études montrant, sur tranches ou culture de neurones
d’hippocampe, une facilitation de la transmission synaptique inhibitrice impliquant les astrocytes et la
libération de gliotransmetteurs tel que le glutamate (Liu et al., 1996; Liu et al., 1997; Kang et al., 1998;
Kaczor et Mozrzymas, 2017). Il est possible que la diminution de la transmission synaptique
GABAergique que nous observons, due au blocage des cellules gliales, mette en jeu des mécanismes
similaires en impliquant des gliotransmetteurs tels que la D-sérine, le glutamate ou I’ATP. La
gliotransmission peut modifier ’activité synaptique (Kozlov et al., 2006; Panatier et al., 2006; Lee et
al., 2010), nous avons voulu déterminer dans un premier temps si I’absence de D-sérine induisait la

diminution de la transmission synaptique GABAergique.

1.3) Un changement de la gliotransmision en condition FC peut-il expliquer la diminution de la

transmission synaptique GABAergique ?

Dans plusieurs régions du SNC, les astrocytes libérent de la D-sérine (Panatier et al., 2006; Lefévre
et al., 2015), 'un des deux principaux co-agonistes des récepteurs NMDA, pouvant moduler la
transmission synaptique (Miraucourt et al., 2011). Nous avons cherché a déterminer si une diminution
de libération de la D-sérine avait lieu et pouvait rendre compte de la diminution de la transmission
synaptique GABAergique en condition FC. La perfusion de D-sérine a partiellement restauré la
transmission synaptique GABAergique spontanée. Cependant, la fréquence des sCPSIs GABAergiques
reste inférieure a celle observée en condition contrdle. Ce résultat indique d’une part que la diminution
de la libération de GABA en condition FC est en partie due a une diminution de libération de D-sérine,
potentiellement d’origine astrocytaire. D’autre part, cela indique un effet réseau de la D-sérine étant

donné que seule la transmission spontanée est modulée.

Les astrocytes libérent d’autres gliotransmetteurs dans le SNC, tel que le GABA, le glutamate et
I’ATP, qui peuvent moduler les communications entre les neurones au sein des réseaux synaptiques
(Newman, 2003; Pougnet et al., 2014). Il est envisageable qu’en condition normale, ces
gliotransmetteurs agissent sur les neurones par 1’activation de récepteurs ionotropes (AMPA, NMDA,
Kainate, P2X) ou métabotropes (mGluR, P2Y) et modulent la transmission synaptique GABAergique.
Il est par exemple connu que I’ATP libérée par les astrocytes dans 1’hippocampe induit une
augmentation de la fréquence des mCPSIs GABAergiques. Cette augmentation serait induite par
I’activation des récepteurs P2Y 1 (Torres et al., 2012). De plus, dans la ME de rat, il existe une facilitation

de la transmission GABAergique par I’activation de récepteurs P2X présynaptiques via ’ATP (Hugel
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Figure 39 : Hypothéses de régulations de la transmission synaptique GABAergique par les
cellules gliales dans la lamina II.

Les résultats obtenus indiquent une diminution de la fréquence des sCPSIs GABAergiques et une
tendance a la diminution de la fréquence des mCPSIs GABAergiques en condition FC. Cet effet est
observé sur les neurones ou le NMDA a un effet modulateur. D’aprés nos résultats, on émet [’hypothese
que le FC diminue la fréquence des CPSIs GABAergiques aux synapses GABAergiques contactant un
neurone GABAergique. Deux hypothéses sont envisagées pour expliquer la tendance a la diminution de
la fréquence des mCPSIs GABAergiques en condition miniature. D’une part, un gliotransmetteur, tel que
I’ATP ou le glutamate, pourrait en temps normal augmenter la probabilit¢ de libération de GABA.
L’absence de gliotransmission en condition FC pourrait étre responsable de la tendance a la diminution
de la fréquence des mCPSIs GABAergiques observée. D’autre part, la diminution de glutamine
acheminée des cellules gliales aux neurones en condition FC pourrait entrainer la diminution de synthése
de GABA et au final la diminution du nombre de vésicules synaptiques libérées. Les neurones en bleu
sont inhibiteurs et utilisent le GABA comme neurotransmetteurs. Les neurotransmetteurs GABA sont
illustrés par les cercles bleus. Les cellules gliales sont représentées en orange. Leur métabolisme est
bloqué par I’incubation des tranches dans le fluorocitrate.



et Schlichter, 2000). Il sera intéressant de vérifier, pour la suite de notre étude, si I’ATP, le GABA ou le
glutamate d’origine astrocytaire pourraient moduler la libération de GABA et d’identifier les récepteurs

sur lesquels ils agissent (Figure 39).

1.4) Le role de soutien des cellules gliales est-il altéré en condition FC et induit-il la diminution de

la transmission GABAergique ?

Les cellules gliales jouent un rdle de soutien important pour les neurones. Les cellules gliales
acheminent par exemple jusqu’aux neurones les substrats métaboliques essentiels a la synthése des
neurotransmetteurs tel que la glutamine (Araque et al., 1999; Nedergaard et al., 2003). On pourrait
penser que I’apport en glutamine aux neurones soit diminué en condition FC. Il est notamment montré
dans le cortex que le fluoroacétate, le composé précurseur du FC, diminue la formation de glutamine et
pourrait étre responsable de la diminution du nombre de vésicules GABAergiques prétes a étre libérées
(Paulsen et al., 1987; Waagepetersen et al., 1999). Cependant nos résultats indiquent que le traitement
au FC ne change pas I’amplitude des mCPSIs GABAergiques, ce qui montre que le contenu des
vésicules GABAergiques n’est pas fortement diminué. La durée de I’incubation des neurones avec le
FC dans nos conditions (30min) ne semble pas suffisante pour avoir un effet sur la quantité de GABA
présente dans une vésicule. On peut cependant imaginer que la diminution de glutamine, si elle a lieu,
pourrait étre responsable d’une diminution du nombre de vésicules prétes a étre libérées. Une diminution
du nombre de la libération de vésicules synaptiques pourrait se traduire par la diminution de la fréquence

des mCPSIs GABAergiques que 1’on observe (Figure 39).

1.5) Le fluorocitrate induit-il une diminution de la transmission synaptique GABAergique par un

effet direct sur les neurones ?

Enfin, il est possible que le fluorocitrate agisse directement sur le métabolisme des neurones et
induise la diminution de la transmission synaptique GABAergique. En effet, bien que le fluorocitrate
soit principalement recapturé par les cellules gliales (Swanson et Graham, 1994), il peut aussi, a forte
concentration, affecter directement la transmission synaptique (Fonnum et al., 1997). Plusieurs points
sont cependant en défaveur d’un tel effet. Tout d’abord, les données de la littérature indiquent que dans
nos conditions (30minutes d’incubation), le fluorocitrate n’affecte pas directement la transmission
synaptique sur des tranches d’hippocampe et de ME de rat (Nakanishi et al., 1996; Schurr et al., 1997,
Seibt et Schlichter, 2015). De plus, nos résultats sont aussi en défaveur d’un effet direct. En effet, nous
observons en condition FC une modulation de la transmission GABAergique sur un type de neurone
particulier, ceux qui répondent a une application de NMDA. En revanche, nous n’observons pas d’effet

significatif du FC sur les neurones ou le NMDA n’induit pas de facilitation de la transmission
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GABAergique (Figure 33 et 34). Cet effet spécifique aux synapses GABAergiques ciblant un neurone

GABAergique semble exclure un effet direct du FC sur le métabolisme neuronal.

1.6) Effet du fluorocitrate sur les cinétiques des récepteurs GABA 4

L’incubation des tranches au FC diminue le 7 activation des courants GABAergiques lorsque 1’on
considére ’ensemble des neurones enregistrés (Figure 34). Il a aussi été observé une tendance a
I’augmentation du t déactivation des mCPSIs GABAergiques sur les neurones ou un effet du NMDA
est observé. La perfusion de D-sérine restaure des cinétiques d’activation et de déactivation similaires a
celles obtenues en condition contrdle. Cela semble indiquer que la D-sérine, possiblement d’origine
astrocytaire, module en condition normale les cinétiques des courants GABAergiques. Il n’a cependant
jamais été décrit dans le SNC que la D-sérine pouvait moduler les cinétiques des courants
GABAergiques. Les variations des cinétiques ont lieu relativement rapidement aprés le traitement au
FC et a la D-sérine. Cela exclut a priori I’hypothése d’un changement de la composition en sous-unités
des récepteurs GABA4, qui aurait pu étre responsable d’une variation des cinétiques des courants

(Lavoie et al., 1997).

Par rapport au T déactivation, il a déja ét¢ montré dans le thalamus que le FC puisse augmenter le t
déactivation des mCPSIs GABAergiques bien que le mécanisme d’action ne soit pas clairement défini
(Christian et Huguenard, 2013). Les transporteurs membranaires du GABA 2 et 3 (GAT2 et 3) sont
principalement exprimés par les cellules gliales (Gadea et Lopez-Colomé, 2001). On peut émettre
I’hypothése en condition FC que la recapture du GABA par les cellules gliales soit diminuée ce qui
entrainerait une augmentation de la concentration extracellulaire de GABA responsable de
I’augmentation du t déactivation des mCPSIs GABAergiques. Cependant on ne s’attendrait pas a ce que
la perfusion de D-sérine diminue le T déactivation des mCPSIs GABAergiques. Il est donc difficile

d’interpréter ces résultats a [’heure actuelle.

2) Role des cellules gliales dans la facilitation de la transmission synaptique
GABAergique observé apres ’application de NMDA

2.1) Les cellules gliales sont impliquées dans I’effet facilitateur du NMDA a un type de synapse
GABAergique particuliére

Nous avons montré que le traitement des tranches au FC, en condition spontanée et miniature,
diminue la fraction de neurones dans lesquelles le NMDA induit une augmentation de la fréquence
d’apparition des CPSIs GABAergiques (Figure 35 et 36). La perfusion de D-sérine permet de restaurer

complétement la proportion de neurones répondant au NMDA en condition spontanée et miniature
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Figure 40 : Quelles sont les possibles sources de co-agoniste des récepteurs NMDA ?

Nos résultats montrent que la D-sérine est requise pour observer ’effet du NMDA peu importe le type de
synapses considérées. Cependant le role de la glie est différent selon la synapse que 1’on étudie. En effet le
blocage de la glie avec le FC provoque une diminution de la proportion de neurones ou le NMDA induit un effet,
passant de 55 a 29% quand on enregistre un neurone de nature indéterminé. Etant donné que les neurones
GABAergiques regoivent toujours une transmission GABAergique potentialisée par le NMDA en condition FC,
nous proposons que les neurones glutamatergiques sont les principales cibles de I’effet du FC. La perfusion de
D-sérine restaure la proportion de réponse des neurones non-identifiés au NMDA. Cela semble indiquer que
I’effet observé dépend en partie de la libération de D-sérine astrocytaire qui permet 1’activation de récepteurs
NMDA. Ces récepteurs ont été placés a 1’¢lément présynaptique sur ce schéma mais cette localisation reste a
confirmer. Aux synapses GABAergiques contactant un neurone GABAergique, il est envisageable que la D-
sérine soit d’origine neuronale et facilite la transmission GABAergique en permettant 1’activation de récepteurs
NMDA présynaptiques par exemple. Enfin, concernant I’absence d’effet de la glycine, on peut spéculer que la
localisation des récepteurs NMDA impliqués dans I’effet soit inaccessible a ce co-agoniste. Les neurones
GABAergiques sont représentés en bleu, les neurones non-identifiés en gris, les neurones mixtes GABA/glycine
en bleu foncé et les cellules gliales en orange.



(Figure 35 et 36). De maniére intéressante, cette diminution de réponse observée en condition FC n’est
pas retrouvée sur les synapses GABAergiques ciblant un autre neurone GABAergique (Figure 38). Cela
suggeére que les interneurones glutamatergiques sont les cibles de cette diminution d’entrée
GABAergique en condition FC. Enfin, la perfusion de la DAAO, qui dégrade la D-sérine, bloque

totalement I’effet sur tous les neurones (Figure 37).

Ces résultats signifient que la transmission synaptique GABAergique est régulée de fagon spécifique
par les cellules gliales en fonction de la nature neurochimique du neurone cible. Dans la lamina II, on
retrouve donc des synapses GABAergiques contactant un neurone postsynaptique glutamatergique qui
requierent la glie environnante et la D-sérine pour permettre la facilitation de la transmission
GABAergique par le NMDA. En revanche, ’effet du NMDA sur les synapses GABAergiques
contactant un neurone GABAergique n’est pas dépendant de la glie mais requiert aussi la D-sérine

(Figure 40).

2.2) Role et source de la D-sérine dans I’effet observé

Les expériences réalisées avec la DAAO (n=6) indiquent que la D-sérine est essentielle pour
obtenir I’activation des récepteurs NMDA impliqués dans 1’effet facilitateur que 1’on observe. Dans le
SNC, la D-sérine est principalement d’origine astrocytaire (Schell et al., 1995; Panatier et al., 2006) bien
qu’il ait aussi été montré qu’elle puisse €tre libérée par les neurones dans le cervelet et le cortex
(Kartvelishvily et al., 2006; Miya et al., 2008; Rosenberg et al., 2010). Il semble d’apres les résultats
obtenus, que la D-sérine d’origine astrocytaire soit essentielle pour permettre I’effet du NMDA sur les
synapses GABAergiques ciblant un neurone glutamatergique. Cela est cohérent avec une ¢tude menée
dans la ME montrant une forte colocalisation (70%) de la sérine racémase, I’enzyme de synthése de la
D-sérine, avec la GFAP exprimée par certains astrocytes (Lefévre et al., 2015). De facon intéressante,
nos résultats indiquent que la D-sérine est aussi requise aux synapses GABAergiques ciblant un neurone
GABAergique pour observer I’effet du NMDA, mais pas les cellules gliales. Il est donc possible que la
D-sérine soit d’origine neuronale a ces synapses bien qu’aucune étude n’indique la présence de D-sérine
neuronale dans la ME (Figure 40). Une approche d’immunocytochimie pourrait permettre de révéler si

la D-sérine d’origine neuronale existe dans la ME.

Ces résultats indiquent donc que la D-sérine est le co-agoniste essentiel des récepteurs NMDA
que I’on étudie. Il faut souligner qu’au sein des CDME, la transmission synaptique glycinergique est
trés représentée (Zeilhofer et al., 2012). La glycine étant également un co-agoniste du récepteur NMDA,
il était surprenant de bloquer totalement 1’effet du NMDA avec la perfusion de la DAAO. En effet, on
aurait pu s’attendre a ce que la glycine joue le role de co-agoniste des récepteurs NMDA en absence de
D-sérine. Des expériences menées avec une autre enzyme de dégradation de la D-sérine, comme la

RgDAAO, permettraient de vérifier I’effet spécifique de la DAAO et de confirmer nos résultats (Molla
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et al., 1998). Si ces résultats sont confirmés, on peut émettre I’hypothése que les récepteurs NMDA que
I’on étudie sont spécifiquement régulés par la D-sérine. C’est par exemple le cas dans I"hippocampe ou
il est montré que le co-agoniste préférentiel des récepteurs NMDA synaptiques est la D-sérine (Papouin
et al., 2012). L’affinité des récepteurs NMDA composés des sous-unités GluN2C/D est similaire pour
la glycine et la D-sérine (Chen et al., 2008; Dravid et al., 2010). Le ciblage spécifique des récepteurs

NMDA ¢étudiés par la D-sérine pourrait donc étre di a des disponibilités différentes des co-agonistes.

2.3) Role et source de la glycine dans I’effet observé

Dans la ME, la glycine provient des interneurones glycinergiques spinaux et est retrouvée, par
microdialyse, en quantité suffisante dans la lamina II (2.6 pM) pour jouer son rdle de co-agoniste des
récepteurs NMDA (Whitehead et al., 2001a; Ahmadi et al., 2003). Les expériences réalisées montrent
cependant qu’en absence de D-sérine, le NMDA n’induit plus aucun effet. On peut spéculer que la
localisation des récepteurs NMDA impliqués dans 1’effet soit inaccessible a la glycine libérée aux
terminaisons mixtes GABA/glycine. En effet, les cellules gliales environnantes créent peut étre une
barriére physique infranchissable pour la glycine provenant de synapses voisines autour de la synapse
ou sont localisés les récepteurs NMDA synaptiques (Figure 40) (Cholet et al., 2002). De plus, il est
possible que la glycine libérée aux terminaisons mixtes GABA/glycine soit rapidement recapturée par
les transporteurs GlyT localisés sur la glie et les terminaisons des neurones glycinergiques (Adams et
al., 1995; Zafra et al., 1995). Dans la lamina X, la blocage pharmacologique des transporteurs GlyT1 et
GlyT?2 facilite I’activation des récepteurs NMDA (Bradaia et al., 2004). 11 serait intéressant de bloquer
ces transporteurs dans la lamina II afin de déterminer si une augmentation de la concentration

extracellulaire de glycine pourrait remplacer la D-sérine dégradée par la DAAO.

En conclusion

Cette étude a permis de montrer que les cellules gliales de la lamina II chez la souris adulte saine
régulent la transmission synaptique GABAergique de base de fagon spécifique selon la nature
neurochimique du neurone cible. Nos résultats montrent aussi un réle important des cellules gliales dans
I’effet du NMDA sur la transmission synaptique GABAergique. En effet, ces cellules facilitent I’effet
du NMDA, potentiellement par la libération de D-sérine, seulement aux synapses GABAergiques

contactant un neurone probablement glutamatergique.

En condition neuropathique, on sait que les cellules gliales présentent des modifications
morphologiques et fonctionnelles. A titre d’exemple, en condition neuropathique, la microglie est
impliquée dans le changement du gradient des ions chlorure menant a la mise en place de la

sensibilisation centrale (Coull et al., 2003; Rivera et al., 2004; Coull et al., 2005; Thacker et al., 2009).
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En ce qui concerne les astrocytes, on sait que ceux-ci ont une expression réduite des transporteurs du
glutamate (GLT-1) a leur membrane en condition neuropathique (Rothstein et al., 1996; Sung et al.,
2003; Inquimbert et al., 2012). Cela pourrait entrainer 1’augmentation de la concentration de glutamate
ambiant et [’activation des récepteurs NMDA. Il sera donc intéressant d’évaluer le réle des cellules
gliales dans la régulation de la transmission synaptique GABAergique dans des conditions

neuropathiques.
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Résultat partie I11

Modulation de P’inhibition spinale par P’activation des récepteurs NMDA en

condition de douleur neuropathique.

Contexte de I’étude :

Dans des conditions de douleur neuropathique, les fibres C développent une activité spontanée
exacerbée (Wall et al., 1974; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001). Ces fibres étant glutamatergiques, cela
entraine une augmentation de la libération de glutamate dans la ME. Notre hypothése est que
I’augmentation de la concentration de glutamate extracellulaire est suffisante pour activer les récepteurs
NMDA impliquées dans la modulation et la plasticité de la transmission GABAergique et pourrait étre

en partie responsable du développement et du maintien des douleurs neuropathiques.

Pour répondre a cette hypothése, nous utilisons le modeéle du “spared nerve injury” (SNI) qui se
caractérise par le développement d’une allodynie mécanique et thermique au froid fortes et irréversibles
(Decosterd et Woolf, 2000). Nous avons cherché a savoir si on observait, dans ce modé¢le, une
modulation de la transmission GABAergique spontanée et miniature ainsi qu’une activation endogéne
des récepteurs NMDA. De plus, nous avons analysé I’effet du NMDA sur des tranches de ME de souris
neuropathique afin de le comparer avec I’effet du NMDA observé chez des souris naives. Des
expériences pharmacologiques préliminaires ont aussi été réalisées pour déterminer si la neuropathie
induisait un changement dans la composition en sous-unités des récepteurs NMDA impliqués dans la

modulation de la transmission synaptique GABAergique.

Des données récentes de la littérature montrent que le récepteur NMDA dans la ME est responsable
du passage de la phase aigiie a la phase chronique de la neuropathie (Inquimbert et al., 2018). Pour notre
¢étude, nous avons choisi deux points temporels pour réaliser nos enregistrements. Nous nous sommes
placés a 1 et 2 semaines post-SNI pour étudier 1’évolution de la neuropathie (Figure 41A). Sur les
figures, la condition 1 semaine post-SNI est appelée « SNI Is » et la condition 2 semaines post-SNI est

appelée « SNI 2s ».
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Figure 41 : Effet de 1a neuropathie sur la transmission GABAergique spontanée.

(A) La SNI est réalisée sur des souris C57BL/6 males dgées de 6 semaines environ et les enregistrements sont réalisés
1 ou 2 semaines apres la SNI.

(B) Exemples de traces représentatives des sCPSIs GABAergiques de neurones de la lamina II en condition
controle (ctrl), 1 semaine post-SNI (SNI 1s) et 2 semaines post-SNI (SNI 2s). (C-D) Effet de la neuropathic a 1 et 2
semaines post-SNI sur la fréquence (C) et 'amplitude (D) des sCPSIs GABAergiques. En blanc est représenté la
totalité des neurones enregistrés. En bleu, les neurones ou un effet du NMDA a été observé. En orange, les neurones
ou aucun effet du NMDA n’a été obsevé par la suite. Test de Student pour données appariées * p<0.05 ; ** p<0.01.



1) Effet de la neuropathie sur la transmission synaptique GABAergique basale

1.1 Etude sur la transmission spontanée

Nous avons commencé par comparer les fréquences d’apparitions des sCPSIs GABAergiques
obtenues sur des tranches de souris naives (contréle) et 1 semaine post-SNI (condition SNI 1s). Nous
n’avons observé aucune variation de la fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques entre ces
deux conditions (Tableau 7). Cependant, 2 semaines post-SNI, la fréquence des sCPSIs GABAergiques
est augmentée dans la lamina II par rapport a la condition contrdle si I’on considére I’ensemble des
neurones (contrdle : 0.124 = 0.009 Hz, n=82 ; SNI 2s : 0.202 £ 0.04, n=16 ; test de Student pour données
non appariées, p=0.039). De méme, on observe a 2 semaines post-SNI cette augmentation de la
fréquence des sCPSIs GABAergiques si on considére seulement le sous-groupe de neurones répondant
a une application de NMDA (contréle avec réponse : 0.116 £+ 0.009 Hz, n=67 ; SNI 2s avec réponse :
0.221 £ 0.05, n=14 ; test de Student pour données non appariées, p=0.009) (Figure 41C). L’amplitude
des sCPSIs GABAergiques a ¢été analysé suite au développement de la neuropathie et aucun changement
de ’amplitude moyenne de ces courants n’a été observé (Tableau 7) (Figure 41D). Ces résultats
indiquent une facilitation de la transmission synaptique GABAergique au sein du réseau de la lamina II

2 semaines apres la réalisation de la SNI.

1.2 Etude sur la transmission miniature

Nous avons réalisé les mémes expériences en présence de TTX (0.5uM) afin d’évaluer I’effet de la
neuropathie sur la synapse GABAergique. Les résultats indiquent une augmentation de la fréquence
d’apparition des mCPSIs GABAergiques dans le sous-groupe de neurones ot le NMDA n’a eu aucun
effet a 1 semaine post-SNI (contréle : 0.096 £ 0.01 Hz, n=30 ; SNI 1s: 0.212 = 0.08 Hz, n=4 ; test de
Student pour données non appariées, p=0.042) (Figure 42A). A 2 semaines post-SNI, on retrouve
I’augmentation de la fréquence d’apparition des mCPSIs GABAergiques sur le sous-groupe de neurones
ou le NMDA n’a eu aucun effet (contréle : 0.096 = 0.01 Hz, n=30 ; SNI 2s : 0.181 = 0.03 Hz, n=6 ; test
de Student pour données non appariées, p=0.027). En revanche, sur les neurones ou le NMDA a eu un
effet, aucun changement de la fréquence des mCPSIs GABAergiques n’a été constaté (Tableau 7).
L’effet de la neuropathie sur I’amplitude des mCPSIs GABAergiques a été évalué et aucun effet n’est
observé (tableau 7) (Figure 42B). Ces résultats montrent une augmentation de la fréquence d’apparition
des mCPSIs GABAergiques en condition neuropathique sur les neurones ou le NMDA n’a pas d’effet.
On peut émettre [’hypothése que la transmission synaptique GABAergique est modulé en condition

neuropathique due a I’augmentation de glutamate ambiant.

Effet de la neuropathie sur les cinétiques des mCPSIs GABAergiques
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Figure 42 : Effet de l1a neuropathie sur la fréquence et les cinétiques des mCPSIs GABAergiques.

(A-B-C-D) Effet de la neuropathie a 1 semaine post-SNI (SNI 1s) et 2 semaines post-SNI (SNI 2s) sur la
fréquence (A), ’amplitude (B), le t activation (C) et le T désactivation (D) des mCPSIs GABAergiques de la
totalité des neurones et sur les neurones avec ou sans effet du NMDA. Test de Student pour données appariées *
p<0.05 ; ** p<0.01. (E) Traces moyennes obtenues a partir de 10 traces individuelles d’événement
GABAergiques miniature en condition contrdle (noir) et 1 semaine post-SNI (gris foncé).



Nous avons analysé ’effet du développement de la neuropathie sur les cinétiques d’activation (t
activation) des mCPSIs GABAergiques 1 semaine post-SNI (controle : 1.358 = 0.05 ms, n=66 ; SNI 1s :
1.708 £ 0.13 ms, n=14 ; test de Student pour données non appariées, p=0.028). Nous avons constaté une
augmentation du t activation des mCPSIs GABAergiques a 1 semaine post-SNI comparé¢ a la condition
controle lorsque 1I’ensemble des neurones est considéré. Cette augmentation du t activation des mCPSIs
GABAergique a une semaine post-SNI est retrouvée dans le sous-groupe de neurones répondant a une
application de NMDA (contrdle : 1.408 + 0.006 ms, n=36 ; SNI Is: 1.825 + 0.2 ms, n=9 ; test de Student
pour données non appariées, p=0.043) (Figure 42C et E).

Nous avons ensuite analys¢ 1’effet du développement de la neuropathie sur les cinétiques de
déactivation (1 déactivation) des mCPSIs GABAergiques 1 semaine post-SNI (contrdle : 32.27 + 1.0
ms, n=66 ; SNI 1s: 42.59 + 4.1 ms, n=14 ; test de Student pour données non appariées, p=0.014).
Comme pour le t activation, une augmentation du t déactivation est observé 1 semaine post-SNI sur
I’ensemble des neurones. On retrouve cet effet dans le sous-groupe de neurones ou le NMDA a un effet
(controle avec réponse : 31.52 £ 1.3 ms, n=36; SNI 1s avec réponse : 46.73 + 6.5 ms, n=9 ; test de

Student pour données non appariées, p=0.009) (Figure 42D et E).

Ces résultats montrent une augmentation des cinétiques d’activation et de déactivation des mCPSIs

GABAergiques a 1 semaine post-SNI dans le sous-groupe de neurones ou le NMDA a un effet.

2) Activation endogéne des récepteurs NMDA au cours de la neuropathie

Notre hypothése est que la libération endogéne de glutamate dans des conditions de douleurs
neuropathiques serait suffisante pour activer les récepteurs NMDA et moduler la transmission
synaptique inhibitrice locale dans le réseau de la CD. Pour vérifier ce point, nous avons utilisé 1’APS,
qui est un antagoniste des récepteurs NMDA, que nous avons perfusé sur nos tranches en condition
controle, 1 semaine post-SNI et 2 semaines post-SNI. Le protocole que nous avons utilis¢ consistait en
5 minutes d’enregistrement en condition spontanée ou 10 minutes en condition miniature, suivi d’une
application de NMDA (100uM ; 1min). Sur les neurones répondant a la premiére application par une
augmentation de la fréquence d’apparition des CPSI GABAergiques, une perfusion d’APS5 a été réalisée
pendant 20 minutes avant la 2éme application de NMDA. Le protocole utilisé était le méme que celui

décrit dans la partie I des résultats.

2.1 Etude sur la transmission miniature

Effet de ’AP5 sur les mCPSIs GABAergiques en condition contréle et neuropathique
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Figure 43 : Activation endogéne des récepteurs NMDA durant la neuropathie.

Les données obtenues sans AP5 sont présentées sous forme de colonnes pleines en condition contréle, 1 semaine
apres la SNI et 2 semaines apres la SNI. Sur ces cellules, une premiere application de NMDA a été réalisé (+
NMDA). Une perfusion d’AP5 a ensuite été réalisée pendant 15 a 20 minutes (Ctrl APS) et une deuxiéme
application de NMDA a été effectué en présence d’AP5 (AP5 + NMDA). Les données obtenues en présence
d’APS sont présentées sous forme de colonnes hachurées. (A) Exemples de traces représentatives des mCPSIs
GABAergiques de neurones de la lamina II en condition contréle (ctrl), 1 semaine post-SNI (SNI 1s) et 2
semaines post-SNI (SNI 2s) en absence et en présence d’AP5. (B-C) Effet de la perfusion d'AP5 sur la
fréquence (B) et I’amplitude (C) des mCPSIs GABAergiques en condition contréle (ctrl), 1 semaine post-SNI
(SNI 1s) et 2 semaines post-SNI. (D-E) Effet de la perfusion d'APS5 sur la fréquence (D) et I’amplitude (E) des
sCPSIs GABAergiques en condition contrdle (ctrl), 1 semaine post-SNI (SNI 1s) et 2 semaines post-SNI (SNI
2s). Test de Student pour données appariées * p<0.05 ; ** p<0.01.



L’effet du NMDA sera présenté en détail dans les figures 44 et 45. Dans un premier temps, nous
avons évalué I’effet de la perfusion d’APS sur les mCPSIs GABAergiques. Dans la partie I, nous avions
vu que I’application d’APS5 empéche 1’effet modulateur du NMDA a la fois en conditions miniature et
spontanée. Ici, on remarque que dans tous les neurones testés (n=6 en SNI Is et n=5 en SNI 2s), I’effet
du NMDA est bloqué par I’AP5 (Figure 43B). Nous avons ensuite comparé la fréquence des mCPSIs
GABAergiques entre les conditions contrdle et controle+AP5 sur les tranches de souris naives, 1
semaine post-SNI et 2 semaines post-SNI. Sur les tranches de souris naives (contrdle), on remarque que
la perfusion d’AP5 ne modifie pas la fréquence des mCPSIs GABAergiques (controle : 0.059 + 0.027
Hz ; controle+APS : 0.032 + 0.01 Hz, n=7 ; test de Student pour données appariées, p=0.18). De fagon
intéressante, on remarque qu’a 1 semaine post-SNI, la perfusion d’APS5 tend a réduire la fréquence de
base des mCPSIs GABAergiques (SNI 1s : 0.064 + 0.019 Hz ; SNI 1s+APS5 : 0.021 £ 0.008 Hz, n=6 ;
test de Student pour données appariées, p=0.068). A 2 semaines post-SNI, cet effet de I’AP5 devient
significatif (SNI 2s: 0.11 £ 0.014 Hz ; SNI 2s+AP5 : 0.0285 + 0.008 Hz, n=6 ; test de Student pour
données appariées, p=0.01) (Figure 43B). L’effet de I’AP5 sur les cinétiques des mCPSIs
GABAergiques a été évalué. Celui-ci n’induit aucun changement significatif des caractéristiques
cinétiques des mCPSIs GABAergiques (Figure 43C). Dans I’ensemble, ces résultats indiquent une
activation endogene des récepteurs NMDA durant la neuropathie qui facilite la transmission

GABAergique.
Composition en sous-unité des récepteurs NMDA en condition neuropathique

Nous avons voulu déterminer si une modification de la composition en sous-unité des récepteurs
NMDA impliqué dans la facilitation de la transmission synaptique GABAergique avait lieu en condition
neuropathique. Nous avons commencé par tester 1’effet de 1’ifenprodil (3uM ; 20 min), un antagoniste
des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIluN2B, sur des tranches de souris a 1 semaine post-
SNI (SNI Is ifenprodil : 0.029 + 0.005 Hz ; SNI 1s ifenprodil+NMDA : 0.422 + 0.214 Hz, n=3 ; test de
Student pour données appariées, p=0.2). Ces résultats non illustrés montrent que 1’ifenprodil ne bloque
pas I’effet du NMDA sur 3 neurones testés a 1 semaine post-SNI. L’ifenprodil a ensuite été perfusé sur
des tranches de souris a 2 semaines post-SNI (SNI 2semaine ifenprodil : 0.038 + 0.015 Hz ; SNI 2s
ifenprodil+NMDA : 0.144 + 0.06 Hz, n=4; test de Student pour données appariées, p=0.19).

L’ifenprodil n’a pas eu d’effet sur les 4 neurones enregistrés a 2 semaines post-SNI.

Un essai avec ’'UBP141 (10uM ; 20 min), un antagoniste des récepteurs NMDA contenant les sous-
unités NR2C/D, a été réalis¢ a 2 semaines post-SNI en condition miniature. Comme sur les tranches de

souris naives, I’UBP141 bloque I’effet du NMDA (n=2 sur 3 neurones).

Ces résultats préliminaires obtenues par des approches pharmacologiques semblent indiquer que les
récepteurs NMDA impliqués dans la facilitation de la transmission synaptique GABAergique en

conditions physiologiques basales et en condition neuropathique soient composés des sous-unités
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Figure 44 : Effet de application de NMDA sur la transmission GABAergique spontanée pendant la
neuropathie.

(A) Exemples de traces représentatives des sCPSIs GABAergiques de neurones de la lamina II en condition
contrdle, 1 semaine post-SNI (SNI 1s) et 2 semaines post-SNI (SNI 2s) avant et apres application de NMDA
(100uM). (B) Fraction de neurones répondant a ’application de NMDA en condition controle, SNI 1s et SNI 2s.
(C-D) Effet du NMDA sur la fréquence (C) et I’amplitude (D) des sCPSIs GABAergiques en condition
contrdle, SNI 1s et SNI 2s. Test de Student pour données appari¢es * p<0.05 ; *** p<0.001. Test de Student
pour données non appariées # # # p<0.001.



GIuN2C/D. 1l n’y aurait donc pas de changement des sous-unités impliquées entre les conditions

controle et neuropathique. Ces résultats restent néanmoins a étre confirmés.
2.2 Etude sur la transmission spontanée

Comme en condition miniature, ’application d’AP5 en condition spontanée bloque I’effet du
NMDA (n=3 en SNI 1s et n=4 en SNI 2s) (Figure 43D). L’absence de significativité est sous doute liée
au faible nombre de neurones enregistrés dans ces conditions. L’effet de I’ APS sur la fréquence de base
des sCPSIs GABAergiques est aussi difficile a évaluer a cause du faible nombre de neurones enregistrés.
On peut cependant noter que la perfusion d’ AP5 ne diminue pas la fréquence des sSCPSIs GABAergiques
sur des tranches de souris naives (Tableau 7). En revanche, on note une tendance a la diminution de la
fréquence des sCPSIs GABAergiques a 2 semaines post-SNI apres la perfusion d’AP5 (SNI 2s : 0.41 +
0.17 Hz ; SNI 2s+AP5 : 0.094 + 0.04 Hz, n=4 ; test de Student pour données appariées, p=0.13) (Figure
43D). On retrouve aussi I’augmentation de la fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques chez
les souris a 2 semaines post-SNI par rapport aux souris naives (Figure 43D) (contréle : 0.115 + 0.024
Hz ; SNI 2s contrdle : 0.405 £ 0.17 Hz ; test de Student pour données appariées, p=0.028). Dans ces
conditions, nous n’avons pas observé d’effet sur I’amplitude des sCPSIs GABAergiques (Figure 43E)
(Tableau 7).

3) Conséquence de la neuropathie sur I’effet du NMDA

Afin de déterminer si la neuropathie modifie 1’effet du NMDA observé sur des tranches de souris

naives, des applications de NMDA ont été réalisées sur des tranches 1 et 2 semaines post-SNI.
3.1 Etude sur la transmission spontanée

En premier lieu, nous avons constaté que la fraction de neurones répondant a ’application de
NMDA en condition spontanée ne varie pas entre les différentes conditions. 81.7% des neurones (n=67
sur 82 neurones) présentent une augmentation de la fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques
suite a une application de NMDA en condition contrdle. 81.5% des neurones (n= 22 sur 27 neurones)
présentent une augmentation de la fréquence d’apparition des sCPSIs GABAergiques suite a une
application de NMDA 1 semaine post-SNI (test exact de Fisher entre condition contrdle et SNI 1s, p=1).
Enfin, 87.5% des neurones (n= 14 sur 16 neurones) présentent une augmentation de la fréquence
d’apparition des sCPSIs GABAergiques suite a une application de NMDA 2 semaines post-SNI (test
exact de Fisher entre condition controle et SNI 2s, p=0.73) (Figure 44B). On n’observe donc pas d’effet

de la neuropathie sur la proportion de neurones qui répondent au NMDA.

En termes d’effet du NMDA, nous avons observé une augmentation de la fréquence des sCPSIs

GABAergiques suite a 1’application de NMDA a 1 semaine post-SNI (SNI 1Is : 0.15 + 0.04 Hz ; SNI
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Figure 45 : Effet de D’application de NMDA sur la transmission GABAergique miniature suite au
développement de la neuropathie.

(A) Fraction de neurones répondant a I’application de NMDA en condition contréle (ctrl), 1 semaine post-SNI
(SNI 1s) et 2 semaines post-SNI (SNI 2s). (B-C-D-E) Effet du NMDA sur la fréquence (B), I’amplitude (C), le
T activation (D) et le T déactivation (E) des mCPSIs GABAergiques en condition controle, SNI 1s et SNI 2s.
Test de Student pour données appariées * p<0.05 ; *** p<0.001.



IstNMDA : 1.12 = 0.29 Hz, n=22; test de Student pour données apparié¢es, p=0.0019). Cette
augmentation de la fréquence des sCPSIs GABAergiques di au NMDA est retrouvé a 2 semaines post-
SNI (SNI 2s : 0.221 £ 0.06 Hz ; SNI 2s+NMDA : 1.897 + 0.65 Hz, n=14 ; test de Student pour données
appariées, p=0.017) (Figure 44C). Il est intéressant de noter que ’amplitude de I’effet du NMDA 2
semaines post-SNI est plus important que dans la condition contrdle (controle+tNMDA : 0.809 + 0.079
Hz n=67 ; SNI 2s+NMDA : 1.897 £ 0.65 Hz, n=14 ; test de Student pour données non appariées,
p=0.0018) (Figure 44C). Aucun changement n’a été observé pour les caractéristiques cinétiques des
sCPSIs GABAergiques suite a I’application de NMDA en condition neuropathique (tableau 7 et Figure
44D). Ces résultats indiquent que I'effet du NMDA est potentialis¢ en condition de douleur

neuropathique.

3.2 Etude sur la transmission miniature

En condition miniature, nous avons noté une tendance a I’augmentation de la proportion de neurones
répondant a ’application de NMDA a 1semaine puis 2 semaines post-SNI. 54.5% des neurones (n= 36
sur 66 neurones) ont répondu a I’application de NMDA en condition controle contre 60% des neurones
(n= 9 sur 13 neurones) une semaine post-SNI (test exact de Fisher entre condition controle et SNI 1s,
p=0.38). A 2 semaine post-SNI, 70% des neurones (n= 14 sur 20 neurones) répondent a I’application de

NMDA (test exact de Fisher entre condition contréle et SNI 2s, p=0.30) (Figure 45A).

Nous avons évalué la fréquence des mCPSIs GABAergiques aprés application de NMDA a 1 et 2
semaine post-SNI. A 1 semaine post-SNI, on observe une tendance a I’augmentation de la fréquence
des mCPSIs GABAergiques apres 1’application de NMDA (SNI 1s : 0.063 + 0.015 Hz; SNI
Isemaine+NMDA : 0.54 £ 0.28 Hz, n=9 ; test de Student pour données appariées, p=0.10) (Figure 45B).
A 2 semaines post-SNI, I’effet du NMDA est significativement augmenté (SNI 2s : 0.069 + 0.017 Hz;
SNI 2s+NMDA : 0.27 = 0.09 Hz, n=14 ; test de Student pour données appariées, p=0.026). Le NMDA
n’a pas eu d’effet sur les cinétiques des mCPSIs GABAergiques (Figure 45C, D et E).
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Tableau 7 : Caractéristiques des CPSI spontanée et miniature dans les différentes conditions
présentés dans la partie I11 en absence ou en présence de NMDA.

T .. tané Ctrl SNI 1 semaine SNI 2 semaines
ransmission spontanee . . .
P Baseline +NMDA Baseline +NMDA Baseline +NMDA
Cellules . _ — =
Fréquence (Hz)| 0.116+0.01 0.809+0.08 n=67| 0.15+0.04 1.1240.29 n=22| 0.221+0.06 1.897+0.65 n= 14
avec un
effet du .
NMDA Amplitude (pA)| -24.2+1.67 2355121 n=67] -22.47+1.47 -22.01£1.53 n=22| -253+1.6 -27.1743.22 n=14
Cellules Fréquence Hz)| 0.161+0.04 0.138+0.03 n= 15 0.124+0.03 0.111£0.03 n=5 | 0.07+0.04 0.065£0.03 n=16
sans effet
du NMDA Amplitude (pA)| -23.2+2.2 25.06£3.38 n= 15/ -23.76+4.01 -18.35£1.86 n=35 | -19.13%1.32 -2043.94 n=16
T .. niat Ctrl SNI 1 semaine SNI 2 semaines
ransmis s10n miniature . . .
Baseline +NMDA Baseline +NMDA Baseline +NMDA
Fréquence 0.072+0.009 0.314+0.062 n=36 | 0.063+0.015 0.54+0.28 n=9 |0.069+0.017 0.27+0.09 n=14
Cellules . _ - =
Amplitude -19.99+0.85 -19.39+0.82 n=36 | -22.24+2.19 J18.842.04 n=9 |-18.63+1.11 -18.63+2.03 n= 14
avec un
effet du tivati 1.41+0.07 1.37+0.08 36 | 1.83+0.28 1.75+0.23 9 | 1.38+0.16 1.38+0.17 14
R A . . n= . . J1530. n= . A . . n=
NMDA T activation
T déactivation | 31.52+1.5 31.02+1.82 n=36| 46.73+9.56 3861411 n=9 | 33.48+5.62 26.6+2.48 n=14
Fréquence 0.096+0.014 0.086+0.018 n=30| 0.21+0.12 0.170.11 n=4 | 0.18+0.04 0.15£0.04 n=6
Cellules Amplitude -20.99+0.9 -18.93+1.11 n=30 | -18.33+£2.02 -19.1542.21 n=4 | -23.86+2.74 -22.9443.37 n=6
sans effet
du NMDA 1 activation 1.3+0.09 1.3740.1 n=30| 1.44+0.14 2.28+0.34 n=4 | 0.93+0.13 1.28+0.17 n=6
T déactivation | 33.17+2.35 31.78+2.39 n=30| 32.02+5.14 34.2343.72 n=4 | 36.39+7.41 39.3949.5 n=6




Discussion partie 111

1) Modulation de la transmission synaptique inhibitrice de base en condition

neuropathique

1.1) La transmission synaptique GABAergique spontanée est augmentée en condition

neuropathique

Nous avons observé, 2 semaines post-SNI, une augmentation de la fréquence d’apparition des
sCPSIs GABAergiques sans changement de I’amplitude de ces courants (Figure 41C et 43D). Ce résultat
indique une augmentation de la probabilité de libération synaptique de GABA au sein du réseau de la
lamina II a 2 semaine post-SNI. Les réseaux synaptiques au sein des CDME ont une activité accrue dans
des conditions de douleurs neuropathiques (Wall et al., 1974; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001), en partie
responsable de 1’apparition des symptomes d’allodynie et d’hyperalgésie (Latremoliere et Woolf, 2009).
Il n’est pas étonnant d’observer une augmentation de la transmission synaptique GABAergique

spontanée étant donné que 1I’ensemble du réseau est dans un état sensibilisé.

D’autre part, I’augmentation de la fréquence des sCPSIs GABAergiques a lieu spécifiquement
sur les neurones ou un effet du NMDA est observé. D’aprés nos résultats, on peut ainsi suggérer que
I’augmentation de la probabilit¢ de libération de GABA a principalement lieu aux synapses
GABAergiques contactant un neurone GABAergique. Dans la lamina II, une augmentation de
I’amplitude des mCPSIs glycinergiques, impliquant 1’activation des récepteurs NMDA, a été mise en
évidence a une synapse glycinergique contactant un neurone GABAergique (Kloc et al., 2019). Ces
mécanismes pourraient éventuellement mener a la désinhibition du réseau et jouer un role dans le

développement et le maintien de la neuropathie.

1.2) Activation endogéne des récepteurs NMDA en condition neuropathique

Si on s’affranchit de I’activité de décharge de potentiels d’actions dans le réseau en ajoutant de
la TTX a notre milieu extracellulaire, on constate sur des tranches de souris naives que I’APS5, un
antagoniste des récepteurs NMDA, ne modifie pas la fréquence ou I’amplitude des mCPSIs
GABAergiques. Cela est cohérent avec le fait que les récepteurs NMDA sont dans un état dit
« silencieux » dans le réseau de la lamina II en condition physiologique de base et ne participent pas ou
peu a la transmission synaptique excitatrice (Petrenko et al., 2003). En condition neuropathique, 1 et 2

semaines post-SNI, nous avons constaté que la perfusion d’AP5 induit une diminution de la fréquence
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Figure 46 : Modulation de la transmission GABAergique en condition neuropathique et activation endogéne
des récepteurs NMDA

A) Nos résultats montrent que la perfusion d’APS5 sur des tranches de souris saines n’a aucun effet sur la transmission
synaptique GABAergique. Les récepteurs NMDA sont dans un état dit « silencieux » dans les conditions
physiologiques de base aux synapses GABAergiques.

B) 1 et 2 semaines post-SNI, les fibres afférentes développent une activité exacerbée. Cela induit une augmentation
de la concentration de glutamate extracellulaire. Dans des conditions neuropathiques, on observe une augmentation
de la fréquence des sCPSIs GABAergiques sans changement de I’amplitude des événements a 2 semaines post-SNI
comparés a la fréquence des sCPSIs GABAergiques observée sur des tranches de souris saines.

En condition miniature, la fréquence des mCPSIs GABAergiques augmente a 1 et 2 semaines post-SNI dans les
neurones ou le NMDA n’a pas d’effet. Aucun changement d’amplitude de ces courants n’est observé. La perfusion
d’APS5 sur ces tranches induit une diminution de la fréquence des mCPSIs GABAergiques. Ces résultats indiquent
que les récepteurs NMDA auparavant silencieux sont maintenant activés et modulent la transmission synaptique
GABAergique. Le débordement de glutamate en condition SNI peut étre a 1’origine de cette activation endogéne et
de l’augmentation de la fréquence des mCPSIs GABAergiques observée. Les neurones GABAergique sont
représentés en bleu, les neurones glutamatergiques en rouge et les neurones de nature neurochimique non détermingés
en gris.



des mCPSIs GABAergiques (Figure 43) sans changement de 1’amplitude de ces courants. On en conclut
qu’une activation endogeéne des récepteurs NMDA a lieu dans la lamina I en condition neuropathique.
L’activation des récepteurs NMDA que I’on observe est cohérente avec les résultats d’autres études
obtenues par I’injection intrathécale d’antagonistes des récepteurs NMDA en condition neuropathique.
Dans ces études, il est montré un effet anti-nociceptif de ces antagonistes ce qui indique une activation
endogéne de ces récepteurs en condition neuropathique (Seltzer et al., 1991; Yamamoto et Yaksh, 1992;

Tal et Bennett, 1994; Carlton et Hargett, 1995; Bennett et al., 2000).
Sources de glutamate envisagées

Nous avons montré, dans la premiére partie des résultats, que la diffusion latérale de glutamate
induite par le blocage pharmacologique des transporteurs du glutamate sur des tranches de souris saines
induisait I’activation des récepteurs NMDA. En condition neuropathique, les fibres afférentes libérent
plus de glutamate dans la lamina IT (Wall et al., 1974; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001). Cette libération
accrue n’est pas compensée par une augmentation de la recapture du glutamate (Inquimbert et al., 2012).
L’augmentation de la concentration de glutamate extracellulaire qui en résulte pourrait étre responsable

de I’activation endogéne des récepteurs NMDA observée dans nos conditions (Figure 46B).

Les cellules gliales pourraient aussi jouer un role dans cette activation endogeéne des récepteurs
NMDA. En effet, en condition neuropathique, il a été montré sur des neurones et cellules gliales de ME
en culture que le blocage des transporteurs du glutamate exprimés par la glie (GLT-1) induit
I’augmentation de la concentration extracellulaire de glutamate (Rothstein et al., 1996). De plus, il est
montré en condition neuropathique une diminution d’expression des transporteurs du glutamate par la
glie (Sung et al., 2003). On peut donc penser que les cellules gliales sont impliquées dans la modulation

de la transmission synaptique GABAergique en condition neuropathique.
Conséquences fonctionnelles au sein du réseau

A long terme, I’activation des récepteurs NMDA au sein du réseau de la lamina II pourrait
induire de profondes modifications de la transmission synaptique. Cette activation pourrait par exemple
jouer un role dans la dérégulation de I’homéostasie du chlorure observée en condition neuropathique par
un effet sur les transporteurs KCC2 (Lee et al., 2011; Zhou et al., 2012; Li et al., 2016). D’autre part, si
I’activation endogeéne des récepteurs NMDA a lieu a 1’élément présynaptique des neurones
GABAergiques, elle pourrait mener a la perte de ces neurones GABAergiques par des mécanismes
d’apoptose (Scholz et al., 2005; Yowtak et al., 2013; Inquimbert et al., 2018). La perte de ce controle
inhibiteur pourrait étre en partie responsable de la chronicisation des états douloureux. Les récepteurs
NMDA activés de facon endogeéne dans les CDME en condition neuropathique sont donc une cible
thérapeutique tres intéressante. La délétion conditionnelle de la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA
dans la CD a déja apporté des résultats trés prometteurs dans 1’inhibition de la chronicisation des

douleurs neuropathiques (Inquimbert et al., 2018).
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1.3) Modulation de la transmission synaptique inhibitrice GABAergique miniature en condition

neuropathique

En condition miniature, nous avons constaté¢ une augmentation de la fréquence des mCPSIs
GABAergiques sans changement de ’amplitude de ces courants a 1 et 2 semaines post-SNI sur les
neurones ou aucun effet du NMDA n’a été observé par la suite (Figure 42). Ces résultats semblent
indiquer une augmentation de la probabilité de libération de GABA aux synapses ou le NMDA n’a pas
d’effet (Figure 46B). Toutefois nos expériences de perfusion d’AP5 tendent a indiquer, de fagon non
significative, une augmentation de la fréquence des mCPSIs GABAergiques a 1 et 2 semaines post-SNI
sur les neurones ou un effet du NMDA a été observé aprés application de NMDA (Figure 43B). Des
enregistrements supplémentaires devraient permettre de déterminer si la neuropathie facilite la
transmission GABAergique a un type spécifique de synapses ou non. Des études indiquent une
diminution de la fréquence des mCPSIs GABAergiques en conditions neuropathiques (Yowtak et al.,
2011; Inquimbert et al., 2018). Ces résultats opposés aux ndtres s’expliquent par le fait que ces études
ont été réalisées en présence d’antagonistes des récepteurs NMDA dans le milieu extracellulaire, tels
que I’acide kynurénique ou I’APS. L’activation endogéne des récepteurs NMDA et I’effet sur la

transmission GABAergique était donc bloqué.

En condition miniature, les résultats indiquent une augmentation de la probabilité de libération
de GABA aux synapses GABAergiques ou le NMDA n’induit pas d’effet. Nous avons vu précédemment
que les neurones GABAergiques regoivent presque toujours une transmission synaptique GABAergique
augmentée apres application de NMDA. On peut donc penser que les synapses ou le NMDA n’a pas
d’effet sont les synapses GABAergiques contactant un neurone glutamatergique. On peut ensuite
émettre I’hypothése que I’activation des récepteurs NMDA a ces synapses soit due a I’augmentation de
glutamate ambiant en condition neuropathique. Cette activation augmenterait la probabilité de libération
de GABA sur les neurones excitateurs et permettrait ainsi de rétablir I’inhibition synaptique
GABAergique. Cela diminuerai la transmission synaptique excitatrice durant la neuropathie, protégeant
ainsi le réseau spinal d’une activité spontanée exacerbée. Il faut cependant noter qu’une facilitation de
la transmission GABAergique en condition neuropathique ne permettra pas forcement de maintenir les
fonctions principales de la transmission synaptique inhibitrice (Tableau 1) (Sandkiihler, 2009). En effet,
la diminution de I’expression du co-transporteur KCC2 décrite en condition neuropathique induit une
hyperpolarisation plus faible des neurones lors de 1’ouverture des récepteurs GABAA qu’en condition

physiologique (van den Pol et al., 1996; Coull et al., 2003; Coull et al., 2005).

1.4) Effet de la neuropathie sur les cinétiques des récepteurs GABA4
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Nous avons observé 1 semaine post-SNI, une augmentation du t activation et du t déactivation
des mCPSIs GABAergiques (Figure 42). Dans les ganglions rachidiens, la composition en sous-unités
des récepteurs GABA 4 change en condition neuropathique (Obata et al., 2003). Une modification de la
composition en sous-unité des récepteurs GABA» dans la ME est envisageable et pourrait étre a I’ origine
des augmentations des cinétiques que nous observons (Lavoie et al., 1997). La modification des
cinétiques des mCPSIs GABAergiques pourrait étre impliquée dans des régulations fines de la

transmission synaptique GABAergique en conditions neuropathiques.

2) Effet de la neuropathie dans la facilitation de la transmission synaptique

GABAergique observée apres I’application de NMDA

Conséquence de la neuropathie sur activation des récepteurs NMDA

Au cours de la neuropathie, 1’activité des récepteurs NMDA change et modifie le traitement des
informations nociceptives (Latremoliere et Woolf, 2009). Cependant le role de ces récepteurs sur la
modulation et/ou plasticité de la transmission GABAergique n’a jamais été étudié dans la lamina II.
Dans le but d’étudier ces mécanismes, nous avons comparé 1’effet d’une application de NMDA en

condition physiologique a une application de NMDA a 1 et 2 semaines post-SNI.

Nous avons observé que la neuropathie ne modifie pas la proportion de neurones, déja tres élevée,
qui répond au NMDA en condition spontanée. En condition miniature, nous avons cependant noté une
tendance a I’augmentation, non significative, de la proportion de neurones présentant une augmentation
de la fréquence de mCPSIs GABAergiques suite a I’application de NMDA (Figure 44 et 45). Cette
tendance a I’augmentation de la proportion de neurones qui répond au NMDA pourrait éventuellement
indiquer une nouvelle expression de récepteurs NMDA en condition neuropathique. Cette tendance a
I’augmentation de la proportion de neurones répondant au NMDA pourrait aussi étre due a la diminution
du nombre de synapses GABAergiques ou le NMDA n’induit pas d’effet. D’aprés nos résultats, les
synapses ou le NMDA induit plus rarement un effet sont les synapses GABAergiques contactant un
neurone glutamatergique. La mort cellulaire des interneurones inhibiteurs, contactant des neurones
glutamatergiques, pourrait correspondre au 20% de perte d’interneurones GABAergiques observée en

condition neuropathique (Scholz et al., 2005; Yowtak et al., 2013; Inquimbert et al., 2018).

En termes d’amplitude d’effet du NMDA, nos résultats montrent que 1’augmentation de la fréquence
des sCPSIs GABAergiques suite a une application de NMDA en condition spontanée est
significativement plus importante a 2 semaines post-SNI qu’en condition contrdle (Figure 44). En
condition neuropathique, I’activité du réseau spinal est exacerbée et pourrait expliquer cette

augmentation de I’amplitude de I’effet. On pourrait aussi envisager que des mécanismes de plasticités

137



de la transmission synaptique GABAergique aient lieux en condition neuropathique et renforcent la

transmission synaptique GABAergique.

En conclusion

Ces résultats montrent pour la premicre fois dans la lamina II une activation endogéne des
récepteurs NMDA modulant la transmission synaptique GABAergique en condition neuropathique. Les
résultats préliminaires indiquent que ces récepteurs sont composés des sous-unités GluN2C/D peu
sensibles au blocage par les ions Mg®". Leur activation pourrait donc avoir lieu potentiellement en
absence de dépolarisation de la membrane. On pourrait par exemple imaginer des récepteurs de ce type
exprimés aux terminaisons de synapses GABAergiques et qui pourraient faciliter la libération de GABA

lorsque la concentration extracellulaire de glutamate augmente comme en condition neuropathique.

L’activation endogene des récepteurs NMDA et |'augmentation de la transmission
GABAergique que nous avons observées pourraient jouer un role clef dans la mise en place ainsi que
dans le maintien de la neuropathie. En effet, nous avons mis en évidence que I’activation des récepteurs
NMDA augmente la probabilité de libération de GABA sur tous les neurones GABAergiques
enregistrés. Au sein du réseau de la lamina I, cela pourrait mener @ un mécanisme de désinhibition. La
perte de ce contrdle inhibiteur pourrait étre en partie responsable de 1’augmentation de ’activité

excitatrice observé en condition neuropathique.

A plus long terme, si on considére que les récepteurs NMDA sont exprimés par les interneurones
inhibiteurs, on peut spéculer que I’exposition prolongée de glutamate sur ces récepteurs NMDA initie
des processus d’apoptose menant a la diminution du nombre d’interneurones inhibiteurs dans le réseau

spinal.
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Discussion et

Perspectives



Principaux résultats obtenus

Au cours de ces travaux, nous avons caractérisé I’effet du NMDA sur la transmission synaptique
inhibitrice chez des souris saines et dans un mode¢le de douleur neuropathique, en enregistrant les
neurones de la lamina II de la ME de souris. Les principaux résultats obtenus sont résumés en trois

points.

1. Nous avons décrit une facilitation de la transmission synaptique GABAergique par I’application de
NMDA. Cet effet implique ’activation des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GluN2C/D. 11
apparait que cette facilitation cible principalement les interneurones GABAergiques dans la lamina I1.
Un tel mécanisme pourrait mener a la désinhibition du réseau et donc jouer un role important dans le
traitement des informations nociceptives. Enfin, une augmentation extracellulaire de glutamate au sein
du réseau de la lamina II, induite par le blocage de la recapture du glutamate, est suffisante pour induire

la facilitation de la libération de GABA observée et dépend de I’activation des récepteurs NMDA.

2. Nous avons cherché a déterminer le réle des cellules gliales dans 1’effet du NMDA. Les résultats
obtenus ont permis de montrer que la transmission synaptique GABAergique de base dans la ME
requiert un réseau de cellules gliales fonctionnelles. De plus, lorsque le métabolisme des cellules gliales
est bloqué par du fluorocitrate, 1’application de NMDA n’induit plus d’effet modulateur de la
transmission synaptique GABAergique aux synapses GABAergiques ciblant un neurone

glutamatergique, possiblement di au déficit de libération de D-sérine dans ces conditions.

3. Enfin, nous avons procédé a la caractérisation de I’effet du NMDA chez des souris sur lesquelles une
SNI a été réalisée. Dans ces conditions neuropathiques, la transmission GABAergique est facilitée a 2
semaines suivant la SNI. L’utilisation d’antagonistes spécifiques a permis de révéler que cette
modulation de la transmission GABAergique ¢était due, au moins en partie, a une activation endogeéne
des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN2C/D. De plus, il apparait que ’amplitude de
I’effet facilitateur du NMDA sur la transmission GABAergique est plus importante 2 semaines apres la
SNI. Ces données pourraient indiquer la mise en place de mécanismes de plasticité de la transmission

GABAergique en condition neuropathique.
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Figure 47 : Effet de 'activation des récepteurs NMDA dans la lamina II et role de la glie dans leurs
activations.

A) Pactivité au sein du réseau de la lamina II a été enregistrée en présence de CNQX ou DNQX et de strychnine,
sauf pour I’é¢tude de la transmission synaptique excitatrice. Nous avons ajouté de la TTX a notre milieu
extracellulaire pour étudier I'effet de l'activation des récepteurs NMDA a la synapse. Les proportions de
réponses en conditions spontanée sont présentées sur le corps cellulaire des neurones présynaptiques. Les
proportions de réponses en conditions miniatures sont présentées a la synapse.

B) La pré-incubation des tranches dans le fluorocitrate a permis de mettre en évidence une régulation spécifique
des synapses GABAergiques par la glie.

Les neurones GABAergique sont représentés en bleu, les neurones glutamatergiques en rouge, les neurones de
nature neurochimique non déterminés en gris et les cellules gliales en orange. Les cellules gliales dont le
métabolisme est bloqué sont représentées en orange clair.



I) Identification des différentes populations de récepteurs NMDA dans la

lamina II

1) Effet de I’activation des récepteurs NMDA dans la lamina I1

Nous avons enregistré 1’activité synaptique au sein du réseau de la lamina II (transmission
spontanée) et appliqué du NMDA afin de déterminer I’effet de 1’activation des récepteurs NMDA. Les
résultats obtenus montrent que [’activation des récepteurs NMDA induit une facilitation de la
transmission synaptique chez la souris (Figure 47A). Notre observation est cohérente avec les données
de la littérature indiquant une large expression de récepteurs NMDA fonctionnels dans la lamina II et
dans toutes les CDME plus généralement (Yung, 1998; Boyce et al., 1999; Nagy et al., 2004). La plupart
de ces données ont cependant été obtenues chez le rat et notre étude permet de confirmer que 1’activation
des récepteurs NMDA augmente la transmission synaptique de maniere générale dans la majorité des

neurones enregistrés dans la lamina II de souris.

Nous avons aussi montré que les cellules gliales sont importantes dans ’effet engendré par
I’activation des récepteurs NMDA aux synapses entre neurones GABAergiques et neurones
glutamatergiques. Cette modulation par la glie pourrait impliquer la libération de D-sérine, un des co-

agonistes du récepteur NMDA (Voir la discussion de la partie II des résultats) (Figure 47B).

Afin de déterminer si ’application de NMDA a un effet a la synapse, nous avons ajouté de la
TTX a notre milieu extracellulaire. La TTX inhibe les canaux sodiums voltage-dépendants ce qui permet
de s’affranchir de I’activité de décharge de potentiels d’actions dans le réseau. Nos résultats ont permis

de mettre en évidence trois points importants.

Premiérement, 1’application de NMDA n’induit aucun effet aux synapses glutamatergiques.
Cela peut signifier une absence d’expression de récepteurs NMDA fonctionnels, ou alors que ceux-ci
ne sont pas activés dans nos conditions en présence d’une concentration de magnésium physiologique
(2 mM) (Figure 47A). Dans la ME, deux études montrent par des approches d’imagerie électronique
I’expression de récepteurs NMDA aux terminaisons de synapses glutamatergiques chez le rat (Liu et al.,
1994; Zeng et al., 2006). De plus, les auteurs montrent que cette expression est restreinte a environ 30%
des terminaisons des fibres afférentes de types C et que D’activation de ces récepteurs NMDA
présynaptiques peut moduler la libération de substance P (Bardoni et al., 2004; Bardoni et al., 2013). Il
est possible que le magnésium extracellulaire présent dans notre préparation ait bloqué ces récepteurs
NMDA. Pour clarifier ce point, des expériences en absence de magnésium extracellulaire pourraient étre

réalisées.
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Deuxiémement, nous avons montré une proportion de réponses au NMDA trés différente en
fonction de la cible du neurone GABAergique présynaptique. Aux synapses entre deux neurones
GABAergiques, 1’activation des récepteurs NMDA facilite la transmission synaptique GABAergique
dans 92% des neurones enregistrés. Cela semble indiquer une forte expression de récepteurs NMDA
fonctionnels aux synapses entre deux neurones GABAergiques. A l'inverse, aux synapses
GABAergiques contactant un neurone glutamatergique, 1’activation des récepteurs NMDA facilite la
transmission synaptique GABAergique dans seulement 22% des neurones enregistrés (Figure 47A). Ce
résultat pourrait étre di a une faible expression de récepteurs NMDA fonctionnels a ces synapses. Aux
synapses entre un neurone GABAergique et un neurone non-identifié, I’application de NMDA a aussi
¢été réalisée en absence de magnésium extracellulaire et le méme effet modulateur du NMDA a été
observé. Cela indique que les pores des récepteurs NMDA ne sont pas bloqués par les ions magnésiums

dans nos conditions.

Troisiemement, la glie n’affecte pas I’effet modulateur di a 1’activation des récepteurs NMDA
aux synapses entre deux neurones GABAergiques. En revanche, nous avons constaté que la glie
fonctionnelle est requise pour obtenir I’effet du NMDA dans une sous-population de neurones non-
identifiés (Figure 47B). Par déduction d’aprées nos résultats, nous avons émis I’hypothése que cette sous
population est principalement constituée de neurones glutamatergiques. En effet, apres 1’incubation au
fluorocitrate, la proportion de réponse diminue de moiti¢ aux synapses GABAergiques contactant un
neurone non-identifié, passant de 55% a 29%. En revanche, aucune synapse GABAergique contactant
un neurone GABAergique n’est affectée (Figure 47B). On peut donc supposer que la glie est requise
aux synapses GABAergiques contactant un neurone glutamatergique. De plus, nos enregistrements
montrent 22% de réponses apres I’application de NMDA a ces synapses GABAergiques contactant un
neurone glutamatergique en présence de cellules gliales fonctionnelles. La perte de ces 22% de réponses
pourrait correspondre a la proportion de neurones ne répondant plus au NMDA apres 1’incubation au
fluorocitrate qu’on observe aux synapses GABAergiques sur un neurone non-identifié, ce qui conforte
notre hypothése. Des enregistrements de neurones GADG65::EGFP- aprés incubation avec du

fluorocitrate permettraient de confirmer notre hypotheése.

2) Localisation des récepteurs NMDA a la synapse GABAergique

Trois hypothéses ont été envisagées par rapport a la localisation des récepteurs NMDA aux
synapses GABAergiques : 1’expression sur la terminaison du neurone GABAergique présynaptique, sur

le neurone postsynaptique et/ou sur les cellules gliales environnantes.

Localisation postsynaptique
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L’ hypothése d’une localisation postsynaptique des récepteurs NMDA implique la production et
la libération d’un messager rétrograde qui agirait sur 1’élément présynaptique ou sur la glie. Lors des
expériences en absence de magnésium extracellulaire, nous avions ajout¢ du MK-801 (2mM), un
bloquant du pore des récepteurs NMDA, dans la pipette d’enregistrement afin de stabiliser le neurone
postsynaptique enregistré. En effet, 1’application de NMDA en absence de magnésium induisait une
forte instabilité du neurone postsynaptique enregistré, possiblement due a I’activation de récepteurs
NMDA postsynaptiques. Dans ces conditions, 1’effet modulateur du NMDA sur la transmission
GABAergique a persisté en présence de MK-801. Ces données indiquent que ’activation des récepteurs
NMDA postsynaptiques, c’est-a-dire exprimés par le neurone postsynaptique enregistré, n’est pas
impliquée dans I’augmentation de fréquence des CPSIs GABAergiques observés. Des expériences
complémentaires seraient cependant nécessaires. En effet, notre protocole a consisté a enregistrer le
neurone 20 minutes avant d’appliquer le NMDA afin de permettre au MK-801 de bloquer le pore des
récepteurs NMDA. Ce type de protocole a été utilisé avec succes pour bloquer les récepteurs NMDA
postsynaptiques sur des neurones corticaux en culture ou des larves de Xénope par exemple (Lien et al.,
2006; Liu et al., 2007b). Cependant, le MK-801 est un bloquant qui ne peut s’insérer dans le pore que
si les récepteurs NMDA sont activés. Dans de futures expériences, il faudrait réaliser une premicre
activation des récepteurs NMDA afin que le pore soit complétement bloqué avant d’analyser I’effet du

NMDA sur la transmission synaptique GABAergique.

La libération d’un messager rétrograde implique généralement une augmentation de Ca*" dans
le neurone postsynaptique. Dans 1’aire tegmentale ventrale par exemple, I’activation de récepteurs
NMDA postsynaptiques induit une augmentation de Ca®' intracellulaire libre dans le neurone
postsynaptique permettant la libération du messager rétrograde NO (Nugent et al., 2007). Dans
I’hippocampe, 1’augmentation de Ca*" permet la libération de BDNF (Sivakumaran et al., 2009). Il
faudrait donc pratiquer des expériences avec des pipettes d’enregistrements contenant du MK-801 et un
chélateur des ions Ca", tel que le BAPTA, afin de bloquer la libération Ca*" dépendante d’un messager
rétrograde éventuel. Enfin, On pourrait envisager une modalution de la transmission synaptique
GABAergique par le NO dans la lamina II. Il est montré dans la lamina I une plasticité hétérosynaptique
de la synapse GABAergique induite par le NO (Fenselau et al., 2011). La potentialisation a long terme
de la transmission GABAergique montrée dans cette étude implique les récepteurs mGIuR 1 mais on
pourrait imaginer un mécanisme similaire mettant en jeux les récepteurs NMDA dans la lamina II. Dans
les laminae I a I11, la forme neuronale de la synthase du monoxyde d’azote est principalement exprimée

dans les neurones inhibiteurs (Sardella et al., 2011), ce qui serait cohérent avec cette hypothése.

Localisation gliale
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L’hypothése que des récepteurs NMDA soient localisés sur la glie concerne les terminaisons
GABAergiques contactant un neurone glutamatergique ot nous avons observé que la glie fonctionnelle
est nécessaire a 1’activation des récepteurs NMDA. A ces terminaisons, la perfusion de D-sérine permet
de restaurer I’activation des récepteurs NMDA dans des proportions similaires aux conditions contrles

(voir la partie résultat II).

Le fait que la D-sérine restaure 1’effet di a I’activation des récepteurs NMDA n’est pas en faveur
d’une localisation uniquement gliale de ces récepteurs. Si on considére que des récepteurs NMDA sont
localisés sur des cellules gliales, dont le métabolisme a été bloqué par le fluorocitrate, la perfusion de
D-sérine ne devrait pas suffire a restaurer I’effet du NMDA. En effet, méme si les récepteurs NMDA
gliaux sont activés, la libération de gliotransmetteurs devrait étre fortement diminuée car elle nécessite
la présence de concentrations suffisantes d’ATP dans ces cellules (Pour revue voir : Parpura et Zorec
(2010). Or, en présence de fluorocitrate, la production d’ATP est réduite (Fonnum et al., 1997). En
revanche, si les récepteurs NMDA sont situés sur 1’élément présynaptique des neurones GABAergiques,
la perfusion de D-sérine exogeéne pourrait restaurer le déficit de sécrétion endogeéne de D-sérine induit
par le fluorocitrate, et par conséquent rétablir ’effet d’une application de NMDA. C’est ce que nous
avons effectivement observé dans nos expériences. La présence de récepteurs NMDA sur la glie reste
cependant envisageable. L’activation de récepteurs NMDA gliaux pourrait avoir un effet synergique

avec I’activation de récepteurs NMDA localisés ailleurs a la synapse.

Un certain nombre de données indique la présence de récepteurs NMDA sur la glie dans la corne
dorsale de la moelle épini¢re. Une étude, menée sur des cultures et des tranches aigiies de ME de jeunes
rats, montre I’expression de récepteurs NMDA par les cellules gliales (Ziak et al., 1998). Ces récepteurs
sont peu sensibles au blocage par les ions magnésiums. Des données préliminaires non présentées, que
nous avons obtenues par enregistrement de canaux unitaires, indiquent 1’expression des récepteurs
NMDA fonctionnels par les cellules gliales de la CDME de souris. Ces canaux NMDA présentent une
conductance faible (15pS), compatible avec la présence de sous-unités GluN2C/D ou GluN3 (Dravid et
al., 2007; Paoletti et al., 2013). Ces résultats sont par ailleurs cohérents avec nos données
pharmacologiques concernant les récepteurs NMDA impliqués dans la modulation de la transmission

GABAergique dans notre étude (Voir partie I des résultats).

Ces résultats peuvent aussi suggérer la présence de deux populations de récepteurs NMDA
impliqués dans des effets différents. On peut supposer d’une part, que les récepteurs NMDA
potentiellement localisés sur les neurones GABAergiques soient impliqués dans la modulation de la
transmission synaptique que 1’on observe. D’autre part, les récepteurs NMDA localisés sur les cellules
gliales pourraient avoir un role différent. Il est par exemple montré sur des cultures d’astrocytes
d’hippocampe, que le glutamate induit la génération et la propagation de vagues calciques entre les

astrocytes (Cornell-Bell et al., 1990; Hassinger et al., 1995). Le NMDA et/ou glutamate dans la lamina
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II pourrait activer des récepteurs NMDA sur la glie et générer une vague calcique au sein du réseau glial.
Celle-ci pourrait se propager localement par le réseau de cellules gliales et réguler la transmission
synaptique par la libération de gliotransmetteurs a d’autres synapses. Il est par exemple montré sur des
co-cultures de neurones et d’astrocytes d’hippocampe de rat qu’une augmentation de calcium libre
intracellulaire dans les astrocytes induit la libération de glutamate. Cette libération de glutamate peut
ensuite agir sur la synapse et moduler la transmission synaptique (Araque et al., 1998). En perspective
de notre étude, il sera donc intéressant de clarifier I’effet de I’activation des récepteurs NMDA exprimés

par la glie sur la transmission synaptique (Voir perspectives).
Localisation sur la terminaison des neurones GABAergiques

Finalement, les récepteurs NMDA impliqués dans la modulation de la libération de GABA
pourraient étre localisés directement sur les terminaisons synaptiques des interneurones GABAergiques.
Il semble que cette hypothése soit la plus probable. Dans les laminae I a 111, I’expression de récepteurs
NMDA est montrée sur environ 40% des terminaisons GABAergiques chez le rat (Lu et al., 2005). Cette
proportion est proche de celle que nous avons obtenue chez la souris ou 55% des neurones enregistrés
répondent a I’application de NMDA. Pour la suite de cette discussion, il sera considéré que les récepteurs
NMDA modulant la transmission synaptique GABAergiques sont localisés a la terminaison des
neurones GABAergiques. Cependant, Pour confirmer cette hypothése, des expériences

d’immunohistochimie en microscopie électronique seront nécessaires (voir perspectives).

Nos expériences de pharmacologie ont permis de montrer que les récepteurs NMDA étudiés
contiennent les sous-unités GIuN2C/D. Dans la ME, deux études indiquent que les récepteurs NMDA
composés des sous-unités GluN2C/D sont plus fortement exprimés sur les neurones inhibiteurs
(Shiokawa et al., 2010; Haring et al., 2018). Nos résultats renforcent I’idée d’une localisation spécifique

sur une sous-population d’interneurones GABAergiques.

Les récepteurs NMDA exprimés a la terminaison de neurones GABAergiques agiraient comme
des hétérorécepteurs et pourraient étre activés par le glutamate provenant de cellules gliales et de
synapses excitatrices voisines. La présence des sous-unités GIuN2C/D conférerait des propriétés
pharmacologiques particulierement intéressantes aux récepteurs NMDA localisés aux terminaisons de
neurones GABAergiques. Ces hétérorécepteurs seraient par exemple plus sensibles aux agonistes et co-
agonistes (Erreger et al., 2007; Chen et al., 2008; Dravid et al., 2010) ce qui leur permettrait de détecter
des variations fines de glutamate ambiant. De plus, il est montré par des approches d’électrophysiologie
sur des cellules HEK 293, que ces récepteurs sont moins sensibles a la désensibilisation que ceux
composés des sous-unités GIuN2 A ou B (Medina et al., 1995). Cette propriété rendrait les récepteurs
NMDA aptes a répondre a de longues expositions de glutamate, comme en condition de douleur
neuropathique par exemple ot la concentration de glutamate extracellulaire augmente (Wall et al., 1974;

Liu et al., 2000; Wu et al., 2001; Inquimbert et al., 2012). Enfin, les récepteurs NMDA contenant les
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sous-unités GIluN2C/D sont peu sensibles au Mg”" extracellulaire (Dravid et al., 2007; Paoletti et al.,
2013). En raison de leur faible sensibilité au blocage par les ions magnésiums, des récepteurs NMDA
contenant ces sous-unités pourraient étre activables en absence de dépolarisation membranaire ce qui
constitue une autre propriété intéressante pour des récepteurs NMDA présynaptiques (Reichling et
MacDermott, 1996; Henson et al., 2010). Cela est de plus cohérent avec nos résultats obtenus en

condition miniature ou 1I’on observe une forte activation de ces récepteurs NMDA.
Composition des récepteurs NMIDA

D’apres nos résultats, il est envisageable que les récepteurs NMDA localisés aux terminaisons
GABAergiques soient des récepteurs composés de 2 sous-unités GIuN1, 1 sous-unité GluN2 et 1 sous-
unité GluN3. En effet, les récepteurs NMDA identifiés sont trés peu sensibles au ions Mg®". Cela
pourrait correspondre a des récepteurs NMDA hétérotrimériques comportant une sous-unité GluN3 dont
la sensibilité au magnésium est encore plus faible que les récepteurs NMDA composés des sous-unités
GIuN2C/D (Henson et al., 2010; Pérez-Otafio et al., 2016; Stroebel et al., 2018). Cette possibilité est
renforcée par le fait que le géne Grin3A codant pour la sous-unité GIuN3A est retrouvé dans tous les
neurones de la CDME (Héring et al., 2018). Nous n’avons pas testé I’éventualité de la présence d’une
sous-unité¢ GluN3A due a I’absence de substances pharmacologiques disponibles pour manipuler les
récepteurs NMDA contenant cette sous-unité. Récemment cependant, un modulateur allostérique positif
des récepteurs NMDA contenant les sous-unités GIuN3A a été développé et testé (le CGP-78608)
(Grand et al., 2018). Des expériences pharmacologiques avec le CGP-78608 pourraient permettre de
déterminer si les récepteurs impliqués dans nos effets contiennent une sous-unité GIuN3A. En raison de
leur faible sensibilité au blocage par les ions magnésiums, des récepteurs NMDA incorporant une sous-
unité GluN3A pourraient étre encore moins sensible au blocage par les ions magnésiums (Henson et al.,

2010).

II) Conséquence de DP’activation des récepteurs NMDA sur la transmission

synaptique
1) Modulation de la transmission GABAergique par un effet d’origine présynaptique

L’activation des récepteurs NMDA exprimés aux synapses GABAergiques module la
probabilité de libération synaptique de GABA. Deux arguments nous permettent de conforter cette
hypothése. Tout d’abord, on observe une augmentation de la fréquence des mCPSIs GABAergiques
sans changement de I’amplitude de ces courants suite a I’activation des récepteurs NMDA. Ensuite, nos
expériences de paired-pulse ratio entre deux neurones inhibiteurs indiquent un changement du ratio entre
les amplitudes de pic de stimulations (Voir la partie résultat I). Ces deux résultats sont des indicateurs

en faveur d’un effet d’origine présynaptique. Des récepteurs NMDA exprimés a la terminaison des
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Figure 48 : Conséquence de ’activation des récepteurs NMDA sur la libération spontanée ou
évoquée de GABA.

La modulation de la libération de GABA par D’activation des récepteurs NMDA est d’origine
présynaptique. En condition spontanée, I’activation des récepteurs NMDA augmente la probabilité¢ de
libération du GABA. En revanche, en condition évoquée, 1’activation des récepteurs NMDA diminue la
probabilité de libération du GABA. On en conclut que 1’activation de récepteurs NMDA peut faciliter ou
diminuer la transmission synaptique GABAergique en fonction de 1’activité au sein du réseau. Les
hypothéses pouvant expliquer cette dichotomie sont expliquées plus en détails dans la discussion.
Briévement : 1) I’entrée de calcium par les récepteurs NMDA pourrait dépolariser la membrane du
neurone et bloquer la propagation du potentiel d’action. 2) L’entrée de calcium par le récepteur NMDA et
les canaux calciums voltage-dépendants (VGCC) pourrait induire la libération de calcium provenant de
stocks intracellulaire et diminuer la libération de GABA. 3) Le couplage des récepteurs NMDA a une
voie de signalisation non-déterminée pourrait induire une diminution du taux de remplissage des
vésicules et donc une diminution du nombre de vésicules de réserves.



neurones GABAergiques auraient une localisation idéale pour contrdler la libération synaptique de
GABA, ce qui est cohérent avec I’effet d’origine présynaptique que 1’on observe et conforte notre

hypothése concernant la localisation de ces récepteurs NMDA.

Bien que le mode d’action des récepteurs NMDA localisés sur les terminaisons de neurones
GABAergiques contactant un neurone GABAergique reste assez méconnu a I’heure actuelle, quelques
é¢tudes montrent que ces hétérorécepteurs modulent la probabilité de libération synaptique de GABA.
Deux études réalisées dans le cervelet montrent notamment que l’activation de récepteurs NMDA
présynaptiques facilite la transmission GABAergique. Cette facilitation implique 1’augmentation de
calcium intracellulaire libre dans 1’élément présynaptique di a I’entrée de calcium par les récepteurs
NMDA ou par la libération de calcium par les stocks intracellulaires présynaptiques (Glitsch et Marty,
1999; Duguid et Smart, 2004). Un mécanisme similaire pourrait avoir lieu dans la lamina II ou
I’augmentation de calcium intracellulaire dans 1’élément présynaptique augmenterait la probabilité de
fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique, augmentant ainsi la libération de GABA.
Nous n’excluons pas, cependant, la possibilité que la modulation de la libération de GABA soit due a
un mécanisme n’impliquant pas I’augmentation de calcium. En effet, bien que les mécanismes de
modulation de 1’¢lément présynaptique par les récepteurs NMDA semblent majoritairement impliquer
le calcium, des mécanismes plus rares ont été décrits ou des récepteurs NMDA couplés a des voies de

signalisation permettent de réguler la transmission synaptique (Dore et al., 2017).

2) Facilitation ou diminution de la libération de GABA par P’activation des récepteurs NMDA ?

De fagon intéressante, nous avons observé que 1’activation des récepteurs NMDA localisés aux
terminaisons GABAergiques a des effets opposés sur la libération spontanée et la libération évoquée de
GABA. D’un coté, l’activation des récepteurs NMDA augmente la transmission synaptique
GABAergique en condition spontanée. D’un autre c6té, I’activation des récepteurs NMDA diminue la
transmission synaptique GABAergique lorsque le neurone GABAergique présynaptique est stimulé
¢électriquement (Figure 48). Nos résultats suggerent donc que les récepteurs NMDA modulent la
libération spontanée et évoquée de GABA de manic¢re opposée. Plusieurs hypothéses permettent

d’expliquer cette dichotomie.

Premiérement, contrairement a la libération spontanée, la libération évoquée implique 1’arrivée
d’un potentiel d’action a la terminaison. L’activation des récepteurs NMDA présynaptiques pourrait
induire la dépolarisation de la terminaison présynaptique et empécher ainsi la propagation du potentiel
d’action (Figure 48). La dépolarisation de la terminaison présynaptique pourrait mener a une inactivation
des canaux calcium voltage-dépendants et réduire ainsi I’influx de Ca** présynaptique et par conséquent
la libération de neurotransmetteur. Cela pourrait aussi bloquer la propagation du potentiel d’action par

un effet de shunt de la résistance membranaire. Ce phénomeéne est notamment décrit aux terminaisons
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des fibres afférentes, ou I’activation de récepteurs NMDA présynaptiques diminue la libération de

glutamate (Bardoni et al., 2004).

Deuxiémement, il est possible que les récepteurs NMDA en condition spontanée augmentent la
fusion des vésicules synaptiques GABAergiques seulement via ’entrée de calcium a travers leur pore.
En revanche, en condition évoquée, 1’augmentation de calcium provient a la fois de I’ouverture des
récepteurs NMDA mais aussi de I’entrée de calcium par des canaux calcium voltage-dépendants suite a
I’arrivée du potentiel d’action. Dans ces conditions, la concentration de calcium intracellulaire libre a
I’¢lément présynaptique serait suffisante pour induire la libération de calcium par les stocks
présynaptiques. Comme il a été évoqué précédemment, un tel mécanisme peut entrainer une
augmentation de la libération de neurotransmetteur (Duguid et Smart, 2004). Cependant 1’effet inverse
a aussi été¢ montré. Sur des tranches d’hippocampe de jeunes rats, la libération de calcium par les stocks
intracellulaires présynaptiques entraine la diminution de la libération de GABA (Caillard et al., 2000).
Cette hypothese permettrait d’expliquer 1’effet inverse du NMDA que nous observons. Le mécanisme

précis de ce phénomeéne reste cependant inconnu a I’heure actuelle (Figure 48).

Enfin, on peut émettre I’hypothése que les récepteurs NMDA étudiés soient directement couplés
a une voie de signalisation intracellulaire. Cette voie de signalisation qui est indéterminée pourrait par
exemple induire la diminution du taux de remplissage des vésicules synaptiques GABAergiques de
réserves lorsque les récepteurs sont activés. Ainsi I’ouverture de ces récepteurs et I’entrée de calcium
permettrait la libération des vésicules synaptiques prétes a etre libérées et induirait donc une
augmentation de la transmission GABAergique en condition spontanée. En parraléle a ce mécanisme,
le couplage a une voie de signalisation intracellulaire diminuant le taux de remplissage des vésicules de
réserve induirait une diminution de la libération de GABA en condition évoquée. Cette hypothése qui
est proposée dans le cas de récepteurs NMDA présynaptiques dans la lamina II a été montrée dans le
cortex visuel de souris. Dans cette étude, les auteurs rapportent ’existence de récepteurs NMDA
présynaptiques couplés a deux voies de signalisations différentes. Le couplage des récepteurs a la kinase
JNK2 permet le contrdle de la libération spontanée tandis que le couplage a la protéine RIM1 permet de
réguler la transmission évoquée, notamment en régulant le taux de remplissage des vésicules synaptiques

(Abrahamsson et al., 2017).

III) Réle d’une modulation de la transmission synaptique GABAergique par

P’activation des récepteurs NMDA dans la lamina II

Dans cette derniére partie, nous allons tenter de replacer et d’interpréter les observations que

nous avons réalisées dans un contexte physiologique et pathologique.
1) Dans un état physiologique
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Figure 49 : Fonction possible des récepteurs NMDA localisés a la terminaison des neurones
GABAergiques dans la lamina II en condition physiologique.

Le r6le physiologique des récepteurs NMDA localisés aux synapses GABAergiques pourrait étre de
maintenir une balance excitation/inhibition stable dans le réseau de la lamina II. En cas de faible activité,
I’activation des récepteurs permettrait d’augmenter la probabilité de libération synaptique de GABA sur
un autre interneurone inhibiteur. Cela induirait la levée d’un filtre inhibiteur et 1’augmentation de
I’excitation au sein du réseau de la lamina II. En cas de forte activité, I’effet inverse serait observé. Les
neurones en rouge sont glutamatergiques et les neurones en bleu sont GABAergiques. L’identification des
neurones est hypothétique mais repose sur des connections démontrées dans la lamina II.



La lamina II est une structure dont ’activité intrinséque peut étre trés hétérogéne en
fonction des informations transmises par les fibres afférentes. Cependant, pour maintenir un traitement
relativement stable des informations nociceptives, il est nécessaire de maintenir une régulation de
I’équilibre entre 1’excitation et I’inhibition au sein du réseau. Les récepteurs NMDA que nous avons
identifiés pourraient jouer un role important dans un mécanisme de plasticité homéostatique. C’est-a-

dire dans un mécanisme permettant de maintenir I’excitabilité neuronale a un niveau stable.

En se basant sur les connexions neuronales identifiées dans la lamina I, on peut représenter
notre hypothese sous forme d’un schéma simplifi¢ (Figure 49). Sur ce schéma, un neurone central
inhibiteur contacte un neurone en il6t inhibiteur (Zheng et al., 2010). Si on considére une activité faible
au sein du réseau (fréquence de décharge des fibres afférentes < a 10Hz), I’activation des récepteurs
NMDA aux terminaisons GABAergiques des neurones centraux inhibiteurs pourrait induire une
augmentation de la probabilité de libération synaptique de GABA sur le neurone en il6t. Ce ciblage
spécifique de ’augmentation de la probabilité de libération de GABA sur un neurone GABAergique
menerait a la désinhibition du réseau. Il y aurait donc une levée d’un filtre inhibiteur sur le neurone
central excitateur (Lu et Perl, 2003). Cela permettrait d’augmenter 1’excitation dans la lamina II dans le

cas ou ’activité au sein du réseau est faible ou modérée.

A I’inverse, si I’activité est forte au sein du réseau (fréquence de décharge des fibres afférentes
> a 10Hz et jusqu’a 50Hz), I’effet sera inverse a celui décrit précédemment. En effet, nous avons vu
dans ces conditions que la probabilité de libération synaptique de GABA est diminuée par 1’activation
des récepteurs NMDA (Figure 48). Le résultat sera donc un renforcement du filtre inhibiteur et donc de

la transmission synaptique inhibitrice au sein du réseau de la lamina II (Figure 49).

Notre hypothése requiert des récepteurs NMDA peu sensibles au magnésium, ce qui est le cas
comme |’ont montré nos expériences de pharmacologie. Ces récepteurs NMDA pourraient donc étre des
senseurs de I’activité du réseau dont la fonction physiologique serait de préserver un équilibre entre

I’excitation et I’inhibition au sein de la lamina II.

2) Dans un état neuropathique

Nos résultats ont permis de mettre en évidence que les récepteurs NMDA exprimés aux
terminaisons GABAergiques sont activés en condition neuropathique, potentiellement par
I’augmentation de la concentration de glutamate extracellulaire. Nous émettons ’hypothése que ces
récepteurs NMDA perdent leurs fonctions d’adaptions homéostatiques dans ces conditions et deviennent

déléteres di a une exposition prolongée au glutamate.

2.1) A court terme
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Figure 50 : Hypothéses sur ’'implication des récepteurs NMDA dans le développement et le maintien
d’un état neuropathique.

Une exposition prolongée des récepteurs NMDA localisés aux synapses GABAergiques au glutamate
pourrait induire des mécanismes de plasticités facilitant ou diminuant la transmission synaptique
GABAergique. Cette exposition prolongée pourrait aussi a long terme étre responsable de la perte par
apoptose des interneurones inhibiteurs exprimant ces récepteurs. Ces différents mécanismes et phénomenes
pourraient jouer un role important dans le développement et le maintien de la neuropathie. Les neurones
en rouge sont excitateurs, les neurones en bleu sont inhibiteurs et la cellule gliale est représentée en orange.



L’effet de 1’activation des récepteurs NMDA durant la phase précoce de la neuropathie n’a pas
¢été étudié dans notre étude. Bien que les récepteurs NMDA contenant les sous-unités GluN2C/D soient
moins sensibles a la désensibilisation que ceux contenant les sous-unités GluN2A (Medina et al., 1995),
une exposition prolongée au glutamate pourrait désensibiliser ces récepteurs NMDA dans un premier
temps. Cette désensibilisation pourrait empécher le récepteur NMDA de réduire la transmission
synaptique GABAergique en condition neuropathique ou ’activité est forte. Cela induirait, de fagon
indirecte, une augmentation de la transmission GABAergique ciblant spécifiquement un autre neurone
GABAergique et pourrait avoir comme conséquence fonctionnelle une désinhibition du réseau. Dans la
lamina II, il est montré que la délétion conditionnelle des récepteurs NMDA ne permet pas de réduire
les symptdmes de douleurs neuropathiques durant la phase précoce de la neuropathie (Inquimbert et al.,
2018). Cette étude n’est pas en désaccord avec notre hypothése. En effet, de notre point de vue, il
s’agirait en fait de 1’absence de ces récepteurs NMDA présynaptiques qui pourrait étre délétére durant
la phase précoce de la neuropathie. Reproduire les expériences de paired-pulse ratio sur des tranches de
souris 3 jours post-SNI pourrait nous permettre de déterminer si la transmission synaptique

GABAergique ciblant un neurone GABAergique est facilitée.

2.2) A long terme

Plusieurs hypotheses peuvent relier 1’activation des récepteurs NMDA dans la lamina II et le
maintien des états de douleurs neuropathiques. Nous aborderons dans cette derniére partie deux
principaux points pouvant mener a la désinhibition du réseau nociceptif spinal qui sont : les mécanismes
de plasticit¢ de la transmission synaptique GABAergique et les phénoménes de mort cellulaires

d’interneurones GABAergiques.

Plasticité de la transmission synaptique GABAergique dépendante des récepteurs NMDA

En condition neuropathique, di a 1’activation répétée des récepteurs NMDA, des mécanismes de
plasticités activité-dépendantes de la transmission synaptique GABAergique pourraient se mettre en
place. L’activation des récepteurs NMDA présynaptiques et ’augmentation de calcium intracellulaire
libre dans 1’élément présynaptique pourraient par exemple mener a une potentialisation a long terme
(LTP) de la transmission GABAergique (Figure 50). Un mécanisme de LTP de la transmission
GABAergiques entre deux interneurones inhibiteurs et impliquant ’activation de récepteurs NMDA
présynaptiques a été montré dans le cervelet mais jamais dans les CDME (Liu et Lachamp, 2006;
Lachamp et al., 2009). Les auteurs montrent de plus que ce mécanisme recquiert une augmentation du
taux d’AMP cyclique ainsi que 1’activation de la protéine kinase A et de la protéine RIM1a. Une voie

de signalisation similaire pourrait avoir lieux dans la lamina II. Ce renforcement de la transmission
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synaptique GABAergique ciblant un autre neurone GABAergique ménerait & un phénomene de
désinhibition au sein du réseau nociceptif spinal. Cette désinhibition du réseau pourrait jouer un role
dans le développement de symptdmes de douleur neuropathique. A la bordure de la lamina II-1II par
exemple, la perte du contrdle inhibiteur sur les neurones PKCy/SOM" de nature excitatrice induit la
transmission d’information non nociceptive provenant de fibres AP vers les couches superficielles,
responsable en partie de 1’allodynie mécanique observée en condition neuropathique (Miraucourt et al.,

2007; Peirs et al., 2015; Petitjean et al., 2015).

L’hypothése d’une diminution a long terme (LTD) de la transmission synaptique GABAergique est
aussi envisageable apres I’activation répétée des récepteurs NMDA présynaptiques. Nos résultats
montrent d’ailleurs une dépression a court terme de la transmission GABAergique suite a I’activation
des récepteurs NMDA en condition évoqué, ce qui conforte cette hypothese. Il est de plus observé, dans
le nerf optique de Xénope, une LTD hétérosynaptique de la transmission synaptique GABAergique par
un mécanisme encore inconnu (Lien et al., 2006). Si une LTD de la transmission GABAergique a lieu
aux synapses entre deux neurones GABAergiques, cela permettrait un renforcement du controle
inhibiteur dans la lamina II. On peut cependant supposer que I’excitation au sein du réseau soit alors

déja trop élevée pour que ce mécanisme rétablisse la balance excitation/inhibition.

Mort cellulaire par apoptose dépendante des récepteurs NMDA

A long terme, I’activation endogeéne des récepteurs NMDA exprimés aux terminaisons
GABAergiques peut induire des changements irréversibles au sein du réseau de la lamina II tel que la
mort neuronale des interneurones inhibiteurs (Figure 50). En effet, I’entrée de calcium en excés pourrait
initier un processus d’apoptose, notamment par la libération du cytochrome C des mitochondries et
I’activation de caspases (Youle et Strasser, 2008). Un tel phénomene est décrit dans la lamina II de
souris et implique I’activation des récepteurs NMDA (Inquimbert et al., 2018) ce qui conforte notre
hypothése. Cibler spécifiquement les répéteurs NMDA composés des sous-unités GluN2C/D exprimés
par les interneurones GABAergiques dans la lamina I permettrait d’étudier le réle de ces récepteurs

dans la mort cellulaire des interneurones GABAergiques (Voir partie perspectives).
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Perspectives

Au cours de cette étude, nos résultats ont soulevé de nouvelles questions dont certaines sont
restées en suspens et nécessitent des investigations supplémentaires. Les principaux points que nous

voudrions €lucider a 1’avenir sont les suivants.
Localisation subcellulaire des récepteurs NMDA

Nos résultats ont permis de montrer que 1’activation de récepteurs NMDA a la synapse facilite
la transmission GABAergique. Par élimination, nous avons émis ’hypothése que ces récepteurs sont
probablement localisés sur la terminaison d’interneurones GABAergiques. Toutefois nos données
fonctionnelles ne sont pas suffisantes pour valider cette hypothése. Des approches d’immunohistochimie
et de microscopie ¢électronique permettraient de déterminer la localisation exacte des récepteurs NMDA
impliqués dans 1’effet observé. Pour démontrer 1’expression de récepteurs NMDA sur les terminaisons
GABAergiques, on pourrait par exemple réaliser un triple marquage immunohistochimique ciblant les
sous-unités GluN1 des récepteurs NMDA, la synaptophysine associée a 1’élément présynaptique et la
GAD. Dans d’autres expériences, nous pourrions utiliser de la géphyrine, qui est une protéine associée
a 1I’élément postsynaptique, a la place de la synaptophysine, pour montrer ou non une expression
postsynaptique des récepteurs NMDA. Enfin un marquage contre la GFAP permettrait de vérifier la
localisation gliale des récepteurs NMDA. 11 serait aussi intéressant de réaliser ce type d’expériences sur
des tranches de souris neuropathiques afin de déterminer si I’expression des récepteurs NMDA change

en condition neuropathique dans la lamina II.

Evaluation du réle des récepteurs NMDA dans la mise en place et le maintien des douleurs

neuropathiques

En condition neuropathique, les récepteurs NMDA contenant les sous-unités GluN2C/D
semblent activés de manicre endogeéne et leur activation est responsable de la modulation de la
transmission synaptique GABAergique. Ces résultats préliminaires doivent étre confirmés. Nous
aimerions ensuite ¢tudier I’implication de cette plasticité¢ de I’inhibition dépendante des récepteurs
NMDA dans le développement et le maintien de douleurs neuropathiques. Pour cela, nous pourrions
utiliser des shRNA pour réduire 1’expression des genes (« silencing ») codant pour les sous-unités
GIuN2C ou GIluN2D dans la corne dorsale de la moelle épiniére. Des microinjections intraspinales de
vecteurs viraux codant pour les shRNA permettraient une intégration stable du shRNA dans les
interneurones spinaux et un « silencing » soutenu des génes cibles. Nous évaluerons ensuite I’impact de

ce silencing soutenu sur 1’activité synaptique inhibitrice au sein des réseaux nociceptifs de la corne
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dorsale, mais surtout sur le développement et le maintien de la douleur neuropathique. Pour cela, une
approche électrophysiologique (réponse au NMDA sur la fréquence des CPSIs) et comportementale
pourraient étre utilisées (évaluation des changements des sensibilités mécanique et thermique

nociceptives chez des animaux témoins et des animaux porteurs d’une douleur neuropathique).

Implication des cellules gliales dans la régulation de la transmission synaptique

GABAergique dans des conditions physiologiques et pathologiques
Aspect méthodologique

Malgré les études montrant que nos conditions d’utilisation du FC permettent d’éviter un effet direct
sur le métabolisme neuronal, il sera nécessaire de valider nos résultats par une autre approche. En effet,
I’utilisation du FC est courante mais le FC peut également affecter le métabolisme des neurones suite a
des incubations de plus de 3h (Fonnum et al., 1997). Afin de vérifier nos résultats par une autre approche,
on pourra charger les astrocytes en tranche avec du BAPTA pour chélater le calcium intracellulaire libre.
Cela nous permettrait de déterminer si les cellules gliales modulent 1’activation des récepteurs NMDA
par un effet dépendant du calcium aux synapses entre un neurone GABAergique et un neurone

glutamatergique.

Le fluorocitrate bloque I’ensemble des cellules gliales. Le role exact des astrocytes et de la microglie
reste donc a étre étudié. La minocycline est une substance pharmacologique fréquemment utilisée pour
bloquer spécifiquement la microglie. La perfusion de la minocycline sur des tranches de ME de souris

permettrait de voir si I’effet de la minocycline est similaire a celui du fluorocitrate.
En condition neuropathique

En condition neuropathique, les cellules gliales présentent des modifications morphologiques et
fonctionnelles et jouent un réle important dans le développement et maintien des états douloureux
chroniques (Ji et al., 2014; Nam et al., 2016). De plus, des données préliminaires montrent une
expression de récepteurs NMDA par ces cellules dans la lamina II. 11 serait donc intéressant a I’avenir
de déterminer le role des cellules gliales dans la modulation de la transmission synaptique GABAergique
en condition neuropathique. Pour cela, On pourrait reproduire nos expériences de traitement au

fluorocitrate sur des tranches de ME de souris SNI.
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Conclusion

En conclusion, nos résultats ont permis de mettre en évidence dans la lamina II de souris que
I’activation de récepteurs NMDA module la transmission synaptique GABAergique différemment en
fonction de la nature neurochimique du neurone postsynaptique. D’une part, les récepteurs NMDA
module seulement dans 22% des neurones enregistrés la transmission synaptique GABAergique aux
terminaisons GABAergiques contactant un neurone glutamatergique. Ces récepteurs NMDA nécessitent
de plus un maillon glial fonctionnel pour étre activés. D’autre part, les récepteurs NMDA module la
transmission synaptique GABAergiques a la quasi-totalit¢ des synapses entre deux neurones
GABAergiques, et ne nécessitent pas de maillon glial pour étre activés. A ces synapses entre deux
neurones GABAergiques, 1’activation des récepteurs NMDA module la transmission synaptique
GABAergique par un effet d’origine présynaptique. Nos données suggérent une localisation de ces

récepteurs NMDA sur la terminaison des neurones GABAergiques.

Nous avons ensuite remarqué que ’activation de ces récepteurs NMDA présynaptiques peut
mener a deux effets opposés sur la probabilité de libération de GABA. En présence d’une faible activité
au sein de la lamina II, 1’activation de ces récepteurs NMDA induit une augmentation de la probabilité
de libération synaptique de GABA. A D’inverse, lorsque le neurone présynaptique est stimulé

¢lectriquement, I’activation des récepteurs NMDA diminue la probabilité de libération de GABA.

A T’heure actuelle, le role précis des récepteurs NMDA présynaptiques exprimés aux synapses
entre deux neurones GABAergiques n’est pas connu dans la lamina II. Ces récepteurs NMDA
présynaptiques apparaissent cependant idéalement placés pour moduler la transmission synaptique
GABAergique en fonction de I’activité du réseau. Nous avons donc émis I’hypothése qu’en condition
physiologique, ces récepteurs NMDA présynaptiques soient impliqués dans un mécanisme d’adaptation
homéostatique. L’intérét de ce mécanisme serait d’atténuer 1’activité au sein du réseau lorsque celle-ci
est trop forte et au contraire, d’augmenter 1’activité quand celle-ci est trop faible, permettant ainsi de

maintenir une balance excitation/inhibition relativement stable au sein du réseau nociceptif spinal.

En condition neuropathique, Les récepteurs NMDA exprimés aux terminaisons des neurones
GABAergiques sont activés de fagon endogeéne. Nous observons aussi une activation endogene de ces
récepteurs NMDA par le glutamate lorsque la concentration de glutamate extracellulaire augmente en
condition physiologique. Ces résultats semblent indiquer que I’augmentation de glutamate en condition
neuropathique est responsable de 1’activation de ces récepteurs. L’exposition prolongée de ces

récepteurs NMDA a son ligand pourrait entrainer des mécanismes de plasticité de la transmission
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GABAergique ainsi que des phénomeénes d’excitotoxicité impliqués dans le développement et maintien

des douleurs neuropathiques.

Dans I’ensemble, nos résultats permettent de mieux comprendre comment la composante
excitatrice module la composante inhibitrice dans la lamina II. Nos résultats ouvrent de plus des
perspectives intéressantes quant aux rdles des récepteurs NMDA présynaptiques ainsi que des cellules

gliales dans les douleurs neuropathiques.
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Résumé en francais

Dans les cornes dorsales (CD), la transmission synaptique inhibitrice joue un rdle clef dans le traitement
des informations nociceptives. Cette inhibition peut subir des changements plastiques menant a des
symptomes d’hyperalgésie et d’allodynie liés aux douleurs neuropathiques. Dans les CD, les récepteurs
NMDA sont recrutés suite a une lésion nerveuse, bien que leur role dans les phénoménes de plasticités
de la synapse excitatrice soit bien étudié, leur implication dans la plasticité de I’inhibition spinale reste
peu connue.

Mon projet de these a visé a déterminer ’effet de 1’activation des récepteurs NMDA sur ’inhibition
synaptique spinale en condition normale et en condition de douleur neuropathique. Pour cela nous
utilisons des approches d’électrophysiologies sur tranches aigués de moelle épiniére de souris adultes.

Les résultats obtenus ont permis d'améliorer la compréhension des mécanismes de modulation et
plasticité de I’inhibition au sein du réseau nociceptif spinal.

Mot clés : Moelle épiniére ; Lamina II ; Transmission synaptique inhibitrice ; Récepteurs NMDA
; Plasticité ; Douleur neuropathique ; Cellules gliales.

Résumé en anglais

In the dorsal horn (DH) of the spinal cord, inhibitory synaptic transmission plays a key role in the
processing of nociceptive information. This inhibition can display plastic changes linked with
hyperalgesia and allodynia associated with neuropathic pain. In the DH, NMDA receptors are recruited
following a nerve injury. Although their role in plastic phenomenon is well established, little is known
about their involvement in spinal inhibition plasticity.

My research project aims at studying the effect of NMDA receptor activation on spinal synaptic
inhibition in a normal state and during neuropathic pain. To do so we used an electrophysiological
approach on acute spinal cord slices of adult mice.

Results obtained allow a better understanding of the mechanism underlying the modulation and
plasticity of inhibitory transmission within the spinal nociceptive network.

Key words : Spinal cord ; Lamina II ; Inhibitory synaptic transmission ; NMDA receptors ;
Plasticity ; Neuropathic pain; Glial cells.
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