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RESUME

L’autisme est une pathologie neurodéveloppementale complexe associée a une mosaique de
symptdmes regroupés sous le terme de troubles du spectre autistiques (TSA). Elle est caractérisee par
des déficits de communication et d’interaction sociale ainsi que la présence de centres d’intéréts
restreints et de comportements répétitifs. Les individus atteints de TSA présentent fréquemment des
anomalies sensorielles. Il peut s’agir d’hyper, d’hypo-réactivité ou d’un intérét atypique pour des
informations sensorielles provenant de I’environnement. La nociception est une modalité sensorielle
capitale pour la survie de I’organisme. Elle regroupe les mécanismes de détection et d’encodage des
stimuli potentiellement nocifs pour ’organisme, qui, aprés interprétation consciente et subjective,
peuvent donner lieu a la sensation de douleur. Les individus atteints de TSA ont longtemps été
considérés comme insensibles a la douleur. De plus, ils sont statistiquement plus enclins a
I’expérimenter au cours de leur vie que la population générale. Malheureusement, du fait des déficits
dans la communication qui caractérisent la symptomatologie ainsi que des potentiels déficits
intellectuels associés, leur douleur est souvent mal évaluée et mal traitée. Les études chez ’humain
évaluant la douleur d’individus atteints de TSA sont loin de faire consensus, des hypo-sensibilités, des
hyper-sensibilités et des normo-sensibilités sont retrouvées. Cette hétérogénéité suggére 1’intérét que
pourrait représenter 1 utilisation de modeles animaux de TSA afin de réaliser des mesures standardisées
de la sensibilité nociceptive et d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents.

L’objectif de ce travail est d’évaluer la sensibilité nociceptive d’animaux modeles de TSA males et
femelles et d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires qui pourraient sous-tendre les
altérations observeées.

Pour répondre a ces questions nous avons utilisé un modéle d’exposition prénatale au valproate de
sodium (VPA) chez des souris génétiquement variables. Dans un premier temps, nous avons exploré
les caractéristiques comportementales de ces animaux pouvant faire écho aux symptémes TSA ainsi
que leur sensibilité somatosensorielle avec un intérét particulier pour la nociception. Dans un second
temps, nous avons étudié les potentielles altérations cellulaires et moléculaires au niveau des neurones
sensoriels des ganglions rachidiens en utilisant de I’imagerie du calcium libre intracellulaire. Dans un
troisieme temps, nous avons étudié le réseau neuronal de la corne dorsale de la moelle épiniére
(CDME), premier réseau responsable de I’intégration des informations nociceptives, en couplant sur
des tranches ex-vivo des dosages de neurotransmetteurs en spectrométrie de masse a I’enregistrement
des courants post-synaptiques excitateurs et inhibiteurs gréace a la technique du patch-clamp.

Nos observations démontrent que le modéle VPA reproduit un certain nombre d’altérations
comportementales pouvant s’apparenter aux symptomes des TSA humains comme un retard
développemental, des modifications de la sociabilité et des comportements répétitifs. De plus, les
altérations de la sensibilité nociceptive sont en faveur d’une hyposensibilité thermique au chaud dans
notre modele. De maniere importante, les males VPA présentent plus d’altérations que les femelles
VPA notamment a I’age adulte, ce qui peut étre mis en parallele de la prévalence plus importante des
TSA chez les individus de sexe masculin. Sur le plan des neurones sensoriels, nous avons observé une
élévation de calcium plus transitoire des neurones issus d’animaux VPA a la suite d’une application
de capsaicine, un agoniste de récepteurs-canaux TRPV1, ce qui pourrait sous-tendre une
hyposensibilité thermique au chaud. Concernant le réseau de la CDME, les altérations pointent en



direction de modifications de la transmission synaptique chez les animaux VPA, sans déséquilibre de
la balance excitation/inhibition.

Cependant, les résultats observés ne permettent pas de tirer des conclusions définitives sur les
altérations de la perception douloureuse dans le cadre des TSA. En effet, la sensation de douleur résulte
de 'interprétation consciente et subjective de 1’information nociceptive et est influencées par des
facteurs émotionnels, cognitifs et affectifs, qui sont a prendre en compte dans le cadre de I’autisme.
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CDME : Corne dorsale de la moelle épiniere

CNTNAP2 : Contactin-associated protein-like 2

CNV : Variant du nombre de copie

DRG : Ganglion rachidien

DSM : Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux
EEG : Electro-encéphalographie

EPSC : Courant post-synaptique excitateur

FMRL1 : Fragile X Messenger Ribonucleoprotein 1

FMRP : Fragile X messenger ribonucleoprotein

GABA : Acide y-aminobutyrique

GABA-A : Récepteur de I’acide y-aminobutyrique de type A
GARBRB3 : Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3
GBD : Global Burden of Diseases

GED-DI : Grille d’évaluation douleur - déficience intellectuelle
GlyR : Récepteur a la glycine

HCN : Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide—gated
channel

HDAC : Histone deacetylase

HPLC : Chromatographie en phase liquide haute performance
IPSC : Courant post-synaptique inhibiteur

IRM : Imagerie par résonance magnétique

LC-MS/MS : Chromatographie en phase liquide couplée a de la
spectrométrie de masse

LPS : Lipopolysaccharide

ME : Moelle épiniére

MECP?2 : Methyl CpG binding protein 2

mMEPSC : Courant post-synaptique excitateur miniature

mIPSC : Courant post-synaptique inhibiteur miniature

NCCPC : Non-commmunicative children pain checklist
NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate

OMS : Organisation mondiale de la santé

PAG : Substance grise périaqueducale

PBN : Noyau parabrachial

PFC : Cortex préfrontal

PolylIC : Acide Polyinosinique-polycytidylique

PPC : Cortex pariétal postérieur

PSC : Courant post-synaptique

PT : Température de préférence

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

QI : Quotient intellectuel

QST : Quantitative sensory testing

ROI : Région d’intérét

RVM : Moelle rostro-ventrale

SEM : Erreur standard a la moyenne

SEPSC : Courant post-synaptique excitateur spontané
SHANK : SH3 and multiple ankyrin repeat domains
sIPSC : Courant post-synaptique inhibiteur spontané
SMA : Aire motrice supplémentaire

SNP : Single nucleotid polymorphism

SYNGAPL1 : Synaptic Ras GTPase-activating protein 1

TDAMH : Trouble déficit de I’attention avec ou sans
hyperactivité

TND : Troubles du neurodéveloppement

TRPV1 : Transient receptor potential vanilloid type 1
TSA : Troubles du spectre autistique

TSC : Sclérose tubéreuse

TTX : Tétrodotoxine

UBE3A : Ubiquitin-protein ligase E3A

VPA : Acide valproique ou Valproate



AVANT-PROPOS

La douleur est une sensation physiologique nécessaire au maintien de I’intégrité de 1’organisme.
Sa présence représente la majorité des raisons pour lesquels les individus s’orientent vers une
consultation medicale. Cependant, la connaissance des mécanismes impliqués est restreinte et
I’arsenal thérapeutique réduit comparé a d’autres pathologies. En tant qu’étudiant en médecine
notamment a travers mes stages a I’hopital, j’ai réalisé¢ que le systeme médical privilégiait le
curatif par rapport a ’amélioration de la qualité de vie souvent en sous-évaluant ou sous-traitant
les douleurs. C’est dans ce contexte que j’ai décidé de réaliser une thése de recherche sur I’étude
des mecanismes cellulaires et moléculaires qui sous-tendent les processus douloureux.

Le contexte des troubles du spectre autistique m’a été apporté par hasard et j’ai peu a peu réalisé
qu’il s’agissait d’un défi majeur. En effet, lorsqu’un &tre humain souffre de douleur il recherche
du réconfort et lorsque possible des méthodes pour diminuer cette douleur qui souvent consiste
en un traitement antalgique. Pour cela, I’individu doit convaincre autrui d’apporter soutient et
soin. Ceci requiert des capacités de communication et d’interaction sociale précises. Cependant,
dans de nombreuses situations comme c’est le cas des troubles du spectre autistique, ces
capacités sont affectées. C’est pourquoi la douleur d’individus dyscommunicants ou restreints
dans leurs interactions sociales est souvent mal diagnostiquée et mal traité. Historiquement,
certaines descriptions ont longtemps suggéré que les individus autistes étaient insensibles a la
douleur. Cependant, les études sur ce sujet jusqu’a aujourd’hui ne pointent pas du tout dans
cette direction. Bien qu’il soit clair qu’il existe des spécificités de la douleur dans le cadre des
TSA, celles-ci ne peuvent pas étre résumées par des hypo- ou des hyper-sensibilités et sont
souvent variables en fonction des individus.

Ce travail de thése s’inscrit dans ce contexte et son objectif est d’étudier la question de la
douleur dans le cadre des troubles du spectre autistique a 1’aide d’un modéle animal pour
effectuer des mesures standardisées en environnement contr6lé de la sensibilité nociceptive et
douloureuse ainsi que pour étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires potentiellement
modifiés.

L’introduction de ce manuscrit résume le contexte scientifique au sujet de la douleur dans le
cadre de I’autisme et est composé de trois sous-parties. La premiére sous-partie est une
description détaillée des troubles du spectre autistique avec un intérét particulier pour les
symptomes sensoriels. La seconde sous-partie est une description de la douleur, des processus
neurobiologiques qui la sous-tendent ainsi que de ses modes d’évaluation. Finalement, la
derniére sous-partie résume la question de la douleur spécifiqguement dans le cadre de 1’autisme
chez ’humain mais a I’aide de modéles animaux sur le plan comportemental mais aussi des
hypothéses cellulaires et moléculaires sous-jacentes. Ensuite, une section détaille les méthodes
et protocoles expérimentaux utilisés dans cette étude. Puis les résultats seront présentés en
anglais sous la forme d’un article scientifique que nous sommes en cours de rédaction.
Finalement, le tout sera discuté en francais a 1’aide de résultats préliminaires et d’autres études
publiées précédemment.






INTRODUCTION






I. LES TROUBLES DU SPECTRE AUTISTIQUE

L’autisme est un « trouble du développement neurologique caractérisé par une altération des
interactions sociales, de la communication et du comportement ». En réalité, I’autisme est un
ensemble de troubles neurodéveloppementaux (TND) qui, du fait de 1’hétérogénéité clinique
de sa symptomatologie, est aujourd’hui décrit sous le terme de « Troubles du Spectre
Autistique » (TSA)?2. Ce syndrome est notamment caractérisé par des désordres d’interaction
sociale et des comportements restreints et répétitifs. Il est a noter qu’on le retrouve aussi sous
la dénomination de Trouble envahissant du développement dans la classification internationale
des maladies de 1’organisation mondiale de la santé¢ (OMS).

1. Un peu d’histoire

Bien que rétrospectivement plusieurs descriptions historiques remontant au XVIlle siécle
pourraient correspondre a la définition actuelle des TSA, Grunya Efimovna Sukhareva, une
pédopsychiatre soviétique, est la premiére a établir en 1925 une description de la
symptomatologie en utilisant le terme de « psychopathologie schizoide » qu’elle remplacera
par « psychopathologie autistique » un peu plus tard*>.

Malgré cette description précoce, les deux cliniciens considérés comme les pionniers de la

recherche sur I’autisme sont Hans Asperger et Leo Kanner®.

Leo Kanner est un pédopsychiatre autrichien, qui immigre aux Etats-Unis sous la poussée du
nazisme. En 1943, il publie « Autistic Disturbance of Affective Contact », une série
d’observations de onze enfants avec des difficultés d'interaction sociale et d’adaptation aux
changements de routine, une bonne mémoire, une sensibilité accrue a certains stimuli, des
atypies alimentaires, un potentiel intellectuel normal voir important et des écholalies (tendance
a répéter systématiquement tout ou partie des phrases de l'interlocuteur)’.

Hans Asperger est un pédiatre autrichien qui publie en 1938 dans un journal hebdomadaire
Viennois « Das psychisch abnorme Kind », une description précoce de ses travaux de recherche.
Il soumet la totalité de son étude pour publication 5 ans plus tard sous le nom « Die Autistischen
Psychopathen ». 1l y décrit des enfants ressemblant beaucoup a ceux de Kanner, sans écholalies
mais plut6t des enfants « petits professeurs ». Il décrit une maladresse anormale et des défauts
de motricité fine®.

On sait aujourd’hui que la publication rapprochée de ces deux descriptions n’est pas une
coincidence et que Leo Kanner se serait grandement inspiré des idées et du travail d’ Asperger.
Cependant, les travaux de Sukhareva et d’ Asperger ne seront que trés peu diffusés jusqu’a leur
traduction en anglais au profit de ceux Kanner qui deviendront influents dés leur publication et
resteront la référence pendant 40 ans®. C’est ainsi qu’a partir de 1944, apparait le syndrome d’«



autisme infantile précoce » ou autisme de Kanner. Ce dernier considérait ce trouble comme un
phénomeéne rare et nouveau d’apparition récente nécessitant une investigation et intervention
urgente alors qu’au contraire, en observant la succession de personnes trés douées et d’autres
tres déficientes dans les arbres généalogiques, Asperger décrivait les traits autistiques comme
faisant partie d’un spectre et que ces traits étaient communs dans la population.

C’est en 1981, que le travail de Hans Asperger est traduit en anglais. Il faut cependant attendre
1994 pour que les caractéristiques décrites par Asperger un demi-siécle auparavant soient inclus
aux critéres officiels de diagnostic et a la classification internationale des maladies de I’OMS a
travers le spectre autistique, vision qu’il avait de ce trouble.

2. Symptomatologie et criteres diagnostiques

De manicre générale, il existe théoriquement autant de formes cliniques qu’il existe de patients
atteints. Le diagnostic est établi de maniere multidisciplinaire apres observation d’un certain
nombre de critéres parmi la liste établie par le DSM-V (Table 1) et repose sur deux groupes de
symptomes principaux («core» en anglais) concernant d’une part des anomalies de la
communication et des interactions sociales et d’autre part le caractére restreint et répétitif
des comportements, des intéréts et des activités®!?. Certains de ces signes peuvent étre
décelés tres précocement alors que d’autre nécessitent d’attendre 1’age du développement
cognitif et verbal. Ainsi, comme pour la plupart des troubles neurodéveloppementaux, le

diagnostic est trés difficile avant I’dge de deux ans®.

En plus des symptdmes principaux décrits précédemment, les individus atteints de TSA
présentent fréquemment des comorbidités. Par exemple, la présence de déficience
intellectuelle est retrouvée dans 40% des cas de TSA et a conduit historiqguement a définir
I’autisme infantile traditionnel de Kanner alors que son absence caractérisait le syndrome
d’Aspergert!.  Les comorbidités consistent  également en d’autres  troubles
neurodéveloppementaux comme des troubles de ’attention avec hyperactivité (TDAH, 30%),
des troubles de I’acquisition du langage oral (>20%) ou de la coordination motrice ainsi que
des troubles spécifiques de I’apprentissage, des comportements auto- ou hétéro-agressifs, de
I’épilepsie (20%), des troubles gastro-intestinaux ou des troubles du sommeil. De plus, des
troubles psychiatriques tels que des troubles anxieux (phobies spécifiques, anxiété sociale et
anxiéte généralisée), des symptdmes obsessionnels compulsifs, des épisodes dépressifs et des
syndromes catatoniques sont communément observés'>13,

A noter que d’autres maladies genétiques comme le syndrome de Rett, le syndrome de I’X
fragile ou la sclérose tubéreuse d’une part, et métaboliques comme la phénylcétonurie d’autre
part, y sont souvent associés ; on parle alors d’autisme syndromique®.



Anomalies de la communication et des interactions sociales

Déficits de la réciprocité sociale ou émotionnelle.

Absence ou rareté des sourires réponse.

L’individu ne sourit pas en réponse au sourire d’autrui.

Absence ou pauvreté de I’attention conjointe.

L’individu ne partage pas I'attention d’une personne sur un objet ou une situation ou ne cherche pas a attirer I'attention d’autrui sur un objet ou une situation. Il ne répond
pas quand on I'appelle méme de fagon insistante en I'absence de troubles auditifs.

Difficultés a avoir des échanges réciproques.

Les conversations ont tendance a étre centrées sur les intéréts de l'individu atteint.

Difficultés pragmatiques du langage.

L’individu rencontre des difficultés a avoir acces a l'implicite et au langage figuré.

Déficit des comportements de communication non verbaux utilisés au cours des interactions sociales.

Absence/pauvreté de 'usage de geste a valeur sociale.

L’individu ne fait pas oui ou non de la téte, ne salue pas avec la main, ne léve pas les bras pour réclamer d’étre porté...

Absence ou pauvreté de I'utilisation du pointage

L’individu ne pointe pas du doigt en direction d’un objet qui l'intéresse.

Absence, rareté ou caractére fluctuant du contact oculaire

L’individu ne regarde pas dans les yeux la personne avec laquelle il interagit.

Pauvreté de la communication non verbale

L’individu a une faible variété d’expressions faciales et n’utilise la gestuelle que rarement de fagon spontanée et adaptée au contexte social au cours de la communication.

Anomalies des relations sociales.

Absence ou anomalie du jeu

L’individu ne participe pas a des jeux sociaux réciproques, il ne partage pas ou tres peu de jeux fonctionnels avec ses pairs, il ne joue pas a faire semblant (la dinette,
scénarios avec ses figurines...).

Difficultés de compréhension des conventions sociales.

Une maladresse sociale : Les propos de l'individu sont centrés sur ses propres centres d’intérét et ne prennent pas en compte le point de vue ni les propos de l'interlocuteur
pour s’inscrire dans un tour de réle. Présence d’un isolement relationnel (I'individu a des difficultés a se faire des amis).

Déficit de motivation sociale.

L’individu est peu intéressé par les relations sociales avec ses pairs.

Caractere restreint et répétitif des comportements, des intéréts et des activités

Stéréotypies ou caractére répété des mouvements, de l'utilisation d’objet ou du langage.

Les stéréotypies motrices

L’enfant a des mouvements répétitifs du tronc, de la téte, du buste ou des membres supérieurs.
Parfois les stéréotypies peuvent occasionner des lésions graves lorsque le patient se mord ou se frappe ; on parle alors d’automutilation.

L’utilisation répétitive des objets

L’enfant a tendance a aligner ses jouets ou d’autres objets, a faire tourner la roue d’une petite voiture, etc.

Les stéréotypies verbales

L’enfant produit des sons de maniére répétitive sans intention de communication.

Les écholalies

L’enfant répéte un son ou un mot aprés I'avoir entendu de maniére immédiate ou différée.

Un langage idiosyncrasique

L’enfant invente un langage qui lui est propre (mot ou structure verbale) et I'utilise de fagon stable.

Adhésion inflexible a des routines et intolérance au changement.

L’adhésion inflexible a des routines, méme mineures

L’enfant a besoin de faire les mémes itinéraires chaque jour, de manger la méme nourriture, de porter des vétements de la méme couleur, etc.

Comportements verbaux ou non verbaux ritualisés

L’enfant a des questionnements répétitifs, des déambulations autour d’un périmetre de marche, etc.

L’intolérance au changement ou besoin d’immuabilité

L’enfant est en détresse a la suite d'un changement mineur de son environnement comme le changement de tapisserie de la maison, la modification d’'un emballage, etc

Intéréts restreints et fixes, anormaux soit dans leur intensité, soit dans leur but.

Attachement idiosyncratique a des objets insolites

L’enfant peut étre fortement attaché a des objets, tels qu’une casserole, une tige métallique, un caillou, etc.

Peurs inhabituelles au regard de I’age chronologique

L’enfant peut craindre les rideaux soulevés par le vent, d’entendre quelqu’un qui tousse ou qui chante ou qu’on lui coupe les cheveux, etc.

Intéréts excessivement circonscrits et persévérants

L’enfant a un intérét excessif pour les chiffres, les lettres, les lignes de métro, le systéme solaire, les sous-types de coléopteres, etc

Particularités sensorielles.

Hypo ou hyperréactivité a certaines stimulations
sensorielles ou intérét inhabituel pour les aspects
sensoriels de I’environnement.

L’enfant a une apparente indifférence a la douleur ou a la température, une sensibilité excessive aux bruits méme trés discrets, des comportements de flairage des objets,
une fascination pour certains stimuli lumineux, etc

Table Grille Diagnostique des Troubles du Spectre Autistique et exemples de comportements. Adaptée d’apres>®°.







3. Epidémiologie

La prévalence des TSA varie selon les estimations mais elle est estimée a 1 sur 132 individus
par la Global Burden of Disease (GDB) et & 1 sur 100 par I’OMS!. Certaines estimations
récentes suggérent qu’elle pourrait méme s’élever a 1 sur 44'°. Bien que certaines études
rapportent de faibles variations de la prévalence dans certains groupes ou certaines minorités
ethniques, il existe de maniere générale peu de variations de la prévalence selon la géographie,
I’ethnicité, le statut socio-économique, et I’accés a certains services ou ressources'®*°. Il est
cependant bien établi que la prévalence des TSA est plus importante (~4-10%) chez les patients
ayant un profil psychiatrique?.

Il est important de remarquer qu’un nombre important d’études suggérent que la prévalence
des TSA est plus importante chez les individus de sexe masculin avec un ratio variant de 2 a
5 hommes pour une femme avec une estimation de 4 pour 1 par la GBD?. Ce point sera
développé de maniere plus détaillée ci-apres.

4. Etiologie

Beaucoup de théories psychologiques ont essayé d’expliquer les symptdmes comportementaux
et développementaux des TSA?22%, Par exemple des théories « sociales » ont mis les déficits de
sociabilité comme facteur explicatif, d’autres suggérent un déficit global d’intégration ou, au
contraire, une augmentation de 1’intégration perceptuelle.

Par exemple, une des hypothéses les plus diffusées repose sur la théorie de I’esprit qui
regroupe les processus cognitifs et neurobiologiques nécessaires pour interpréter son propre
état mental ou celui d’autrui et qui permet aux individus de faire des considérations raisonnables
concernant le comportement d’autrui, ce qui est souvent observé comme modifié dans les
TSA?*. La théorie dite du « miroir cassé » (broken mirror en anglais) a essayé d’expliquer ces
modifications. Elle décrit des dysfonctions de circuits neuronaux responsables d’une perception
efficace du mouvement. Ces altérations sont suggérées comme ayant un impact négatif sur la
capacité a encoder les intentions derriére certaines actions et perturbent les mécanismes qui
sous-tendent 1’imitation, I’attention conjointe, I’empathie et d’autres processus de la théorie de
Iesprit?*,

Bien que ces hypotheses aient joué un role descriptif utile et apporté des arguments tentant
d’expliquer comment des individus atteints de TSA pouvaient vivre et intégrer le monde qui les
entoure, elles sont souvent généralisables a plusieurs TND et manquent de spécificité pour
I’autisme. Bien que I’étiologie exacte des TSA ne soit toujours pas connue aujourd’hui, il est
bien établi qu’il s’agit d’un ensemble de facteurs génétiques, épigénétiques et
environnementaux qui créent les conditions nécessaires a 1’apparition de la pathologie.



4.1. Facteurs environnementaux
» Pour une revue détaillée 2°

Un certain nombre de facteurs environnementaux a éte associé au risque de TSA. Par exemple,
1’age parental avancé, un traumatisme a la naissance comme une hypoxie, I’obésité maternelle,
un faible intervalle entre des grossesses successives, un diabéte gestationnel mellitus ainsi que
I’exposition a du valproate comme traitement antiépileptique, a certains pesticides ou
métaux lourds pendant la grossesse sont corrélés a une augmentation du risque de TSAZ2°,
Cependant, bien que corrélés, ces facteurs ne sont en rien démontrés comme causaux de la
pathologie®.

4.2. Facteurs génétiques

» Pour une revue détaillée 27

La présence de maladies génétiques associées ainsi que la concordance d’apparition des TSA
entre vrais jumeaux (70 a 80 %), font fortement envisager des facteurs de risques génétiques?®.
Aujourd’hui, on considere qu'environ un quart des TSA a une origine génétique, du moins
en partie (mutations de régions codantes, variants du nombre de copies, réarrangements

chromosomiques...)*>%,

La plupart des genes dont les altérations sont associées aux TSA codent pour des protéines
impliquées dans la structure ou la fonction synaptique ainsi que dans le remodelage de la
chromatine et I’expression génique (Figure 1)332,
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Figure 1. Schéma des acteurs du systéme nerveux dont la modification augmente le risque de TSA.

Les protéines en question sont impliquées dans le fonctionnement synaptique ou le remodelage de la chromatine et de la transcription. Cependant, bien que
certaines mutations augmentent de maniére conséquente le risque de TSA, elles ne démontrent en aucun cas une causalité claire. En effet, 1’autisme monogénique
représente de moins de 10% des cas et est majoritairement représenté par 1’autisme syndromique et donc associés a d’autres troubles neurodéveloppementaux a
cause génétiques dont certaines protéines sont représentées ci-dessus comme FMRP (Syndrome de I’X fragile), TSC1 et TSC2 (Sclérose tubéreuse), UBE3A
(Syndrome d’Angelman, Syndrome Prader-Willi), MECP2 (Syndrome de Rett)®. Il est intéressant de noter que les génes des protéines encadrées en gras sont
souvent utilisés comme cibles pour générer des modéles animaux d’étude des TSA. Modifiée d’apres 3.
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4.3. Neurobiologie

Les études en imagerie par résonance magnétique (IRM) dévoilent des altérations structurelles
corticales et sous-corticales de la substance grise et blanche ainsi que de la connectivité globale
du cerveau ou méme plus spécifiquement entre des structures impliquées dans des aspects
sociaux®>®36, || est intéressant de préciser que certaines de ces différences peuvent étre
détectées précocement et prédisent le diagnostic de TSA plus tard dans la vie de I’enfant ainsi
que I’apparition de certains symptdmes comme des comportements restreints et répétitifs®’—4.
De plus, des modifications de I’activation de certaines zones cérébrales lors des taches de
production ou de compréhension du langage ou d’analyse d’expressions faciales sont aussi
retrouvées*®4,

Les études par électroencéphalographie (EEG) démontrent au repos des modifications de
Iactivité oscillatoire*®. Certains auteurs avancent méme que le développement du profil EEG
d’enfants a haut risque de TSA pourrait représenter un endophénotype*#. De maniére
intéressante, lors de stimulations sensorielles, plusieurs études rapportent des modifications
dans les réponses corticales*®,

Schématiquement, les  résultats  d’imagerie, d’électroencéphalographie et de
magnétoencéphalographie pointent en direction de deux mécanismes communs pour les TSA*.
Premierement, un déséquilibre de la balance excitation/inhibition dans certains réseaux
neuronaux par un défaut d’inhibition®>*!, Deuxiémement, une diminution de la connectivité
a grande échelle entre différentes régions cérébrales®.

Récemment, les données de transcriptomique de cortex d’individus avec TSA démontrent que
les voies les plus dérégulées sous-tendent des mécanismes de transmission synaptique
notamment GABAergique et des phénomeénes développementaux tels que la migration
neuronale et la guidance axonale. Il est intéressant de noter que, les altérations touchent aussi
des acteurs non neuronaux. En effet, une augmentation de I’activation microgliale ou du
nombre d’astrocytes protoplasmiques sont déja decrits. Cependant, le niveau de dérégulation
n’est pas corrélé avec la sévérité de la pathologie®.

5. Traitement

Les traitements des TSA ne sont pas curatifs et comprennent principalement des traitements
non-pharmacologiques associ¢es a des adaptations de 1’environnement cohérentes avec les
compétences de 1’enfant. Ils consistent en des programmes thérapeutiques développementaux
visant ’amélioration de la trajectoire développementale et des méthodes utilisant la stimulation,
la répetition et le renforcement positif, pour favoriser un apprentissage des comportements
utiles & la communication et adaptés socialement?©,

L’association a des traitements pharmacologiques est possible. Ils sont symptomatiques et
permettent de traiter certains symptdmes TSA et les comorbidités fréeqguemment associées. Par
exemple des antipsychotiques pour traiter I’irritabilité ou les comportements hétéro- et auto-
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agressifs séveéres, des antidépresseurs pour traiter certains symptomes obsessionnels et
compulsifs séveres ou certains épisodes dépressifs mais aussi de la mélatonine pour les troubles
du sommeil®,

6. Focus sur les différences sexuelles

Note : dans ce manuscrit, les termes males et femelles seront utilisés pour décrire les
différences sexuelles quelle que soit [’espéce animale en question (humain, rat et souris) car ils
se réferent a la valeur biologique de sexe et non sociale de genre.

» Pour une revue détaillée >

Elucider les différences sexuelles dans les TSA est un défi important. En effet, une des données
de la littérature tres répliquée démontre la prévalence plus importante de ce trouble chez les
males avec un ratio de 4-5:1 (2:9Q). Cependant, la plupart des TND possédent ce biais de
prévalence en faveur des males comme les TDAH et les déficiences intellectuelles®. Il est a
noter que le sex-ratio augmente a 6-16:1 lors de I’absence de déficience intellectuelle mais est
réduit a 1-2:1 lors de la présence de déficiences intellectuelles modérées & séveres® 8, Ainsi
les femelles sont moins atteintes mais le sont plus sévérement.

Il y a plusieurs hypotheses pour expliquer la prévalence plus importante chez les males.
Premiérement, cette différence est sur-rapportée du fait d’une symptomatologie qui est
différente entre les males et les femelles et que les males sont plus diagnostiqués car leur
symptomatologie correspond plus aux critéres actuels. Deuxiemement, cette différence est
réelle et refléte un effet protecteur des femelles ou une vulnérabilité accrue des males.

6.1. Une symptomatologie différente

Cette idée stipule que la prépondérance des males dans les TSA est due a un défaut de diagnostic
chez les femelles. En effet les femelles atteintes de TSA sont plus a méme d’avoir des formes
séveres avec des déficiences intellectuelles mais aussi plus de comorbidités sensorielles,
d’épilepsie, de troubles du sommeil de I’anxiété et de la dépression®~%°. De ce fait le diagnostic
d’un autre trouble co-occurrent peut mener a une sous-estimation du diagnostic de TSA®!,

Cependant, des différences entre les structures cérébrales, la connectivité ou le fonctionnent du
systeme nerveux en général entre les males et les femelles atteints de TSA suggerent que la
pathologie pourrait s’exprimer de maniére différente en fonction du sexe® 6283, En effet,
certaines études rapportent des symptomes plus fréquents chez les males®°° et d’autres chez
les femelles’®", Mais certains auteurs précisent que globalement il n’y a pas de différence dans
les scores de TSA mais seulement des variations subtiles’>74. Globalement, la plupart des
études ne rapporte pas ou seulement de faibles différences dans la manifestation des TSA en
fonction du sexe notamment avec plus de comportements répétitifs chez les males™ .

De plus, certains facteurs socio-culturels peuvent influencer ces différences sexuelles. En effet,
les males sont plus démonstratifs et donc attirent plus I’attention alors que les femelles avec
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TSA essaient souvent de camoufler leurs symptdmes ce qui peut entrainer un biais de
diagnostic® 8. Une étude récente a montré qu’il était plus difficile pour les femelles de remplir
les criteres diagnostiques du DSM-V alors qu’un diagnostic avait été posé utilisant la version
précédente (DSM-1V)8L., En effet, du fait qu’historiquement une majorité des descriptions et de
la recherche sur les TSA s’est effectuée chez des males, les critéres actuels pourraient ne pas
convenir a I’expression de ces troubles chez les femelles.

6.2. L’effet protecteur femelle ou vulnérabilité male

Ces hypotheses ont été décrites comme faisant partie du modele des trois « Hit » reposant sur
des facteurs (épi)génétiques, environnementaux et de différences sexuelles®”. Ce modele est
décrit ci-apres (Table 2). D’une part, les faits que les méles possedent une variabilité
génétique plus importante, que les génes nécessaires au développement masculin soient
souvent altérés dans les TSA et une exposition précoce a de la testostérone peuvent expliquer
que la prévalence plus élevée. D’autre part, chez les femelles ’apparition de ces troubles
nécessite 1’altération de voies biologiques complétes, ce qui induit que lorsqu’elles sont
diagnostiquées, elles le sont plus séverement®,
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Facteur

Vulnérabilité &

Mixte

DDA

Génétique

Nécessité d’avoir plus d’altérations génétiques pour
avoir une symptomatologie

Variabilité génétique plus élevée (incidence plus
importante mais sévérité réduite)

Existences d’altérations génétiques sexe-spécifiques

Les personnes partageant la génétique de femelles
TSA sont plus a risque d’étre diagnostiqués et
présentent plus de traits autistiques

Les génes plus exprimés chez les males sont
souvent ceux dont les mutations sont associées
avec les TSA

Diploidie du chromosome X

Haploidie chromosome Y

Les génes mutés dans les TSA affectent des voies
sexe-dépendantes

Ac
N

Epigénétique

Nécessité d’avoir plus d’altérations épigénétiques
pour avoir une symptomatologie

Mecp2, important pour les processus de
méthylations de '’ADN, est diminué chez des males
exposés au VPA (modéle de TSA chez I'animal)

Différences sexuelles de transcriptome

@

Environnement

Testostérone foetale faible

Testostérone feetale interagit avec des voies, des
protéines et des mécanismes altérés dans les TSA

Différence sexuelle dans les neurotransmetteurs et
neuropeptides

L’activation immunitaire maternelle affecte les males
de maniére plus importante

Différences sexuelles dans les fonctions immunitaires

Activation immunitaire (microgliale) plus importante
chez males avec TSA

Le diagnostic est basé sur des critéres étudiés chez
les méles

Table 2. Les différences sexuelles dans les TSA, interventions de différents facteurs.
Du point de vue génétique, les males possédent une variabilité plus importante ce qui laisse place a une incidence plus importante des TSA mais a une sévérité réduite®’. Au contraire, les femelles nécessitent des modifications
génétiques plus importantes, avec modifications de voies biologiques intégrales, pour atteindre les critéres diagnostiques mais de fait sont plus sévérement atteintes®*¢, De plus, les femelles diagnostiquées possédent un
nombre de mutation et d’altérations épigénétiques plus important que les males diagnostiqués et les personnes partageant leur génétique sont plus a risque d’étre diagnostiqués a leur tour et possedent des scores pour traits
autistiques plus important®>®. Lors du développement, les génes les plus exprimés chez les males sont aussi souvent ceux dont les mutations sont associées avec les TSA%®L, Ainsi la modification de 1’expression de génes
tres important pour le développement du cerveau male pourrait avoir un impact plus important. Finalement, posséder un chromosome Y représenterait un facteur de risque et un deuxiéme chromosome X un facteur protecteur.
En effet, un certain nombre de génes dont ’altération est liée aux TSA sont situés sur le chromosome X (Fmrl, Mecp2, Nign3 et Nlgn4). L’altération de ces génes entraine des syndromes plus déléteres chez les males comme
avec Mecp2 et le Syndrome de Rett qui est retrouvé principalement chez les femelles car les méles atteints ne survivent que trés peu. D’un point de vue environnemental, lors de la grossesse, le pic de testostérone feetal est
important pour les processus de masculinisions lors du développement. Celui-ci, lorsque qu’augmenté, est corrélé avec la présence de traits autistiques ainsi qu’avec un diagnostic de TSA®2. Le role de I’activation immunitaire
pourrait aussi influencer avec par exemple une activation microgliale plus importante chez méles avec TSA®. Adaptée d’apreés >,
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7. Focus sur les altérations sensorielles

» Pour une revue détaillée °*

Bien que les premieres descriptions de 1’autisme incluent déja des altérations sensorielles, ce
n’est que récemment qu’elles ont été considérées comme un critére diagnostique sous 1’ intitulé
d’ « hypo ou hyper-réactivités a des entrées sensorielles ou un intérét inhabituel pour certains
aspects sensoriels de I’environnement »>'. Ces altérations peuvent affecter toutes les modalités
sensorielles et sont souvent multimodales®® (Table 3). De maniére intéressante, ces anomalies
sensorielles sont plus prévalentes dans les TSA que dans d’autres TND et sont parfois corrélées
a la sévérité de Iatteinte autistique ou y contribuent®7,

Il est important de considérer que bien que certaines observations décrivent des performances
augmentées, celles-ci peuvent entrainer des problémes d’intégration et de filtrage des stimuli
dans des environnements complexes et dynamiques®. De plus, ces données peuvent étre a
relativiser du fait que des problémes non sensoriels peuvent impacter I’évaluation de parametres
sensoriels. Par exemple, la vision peut étre influencée par les troubles oculomoteurs qui sont
fréquemment décrits chez les sujets autistes®%,

A noter que certaines de ces atypies, notamment visuelles, peuvent étre présentes des le bas-
age et prédictives du niveau d’atteinte et de la symptomatologie TSA®1% De plus, certaines
études identifient différents profils d’altérations sensorielles avec des mécanismes
potentiellement différents, ce qui pourrait permettre d’affiner la classification des TSA,

16



Modalité sensorielle Exemples d’observations dans le cadre des TSA Références

‘ : Recherche ou évitement de stimulations visuelles intenses, faible perception des couleurs. 95,105-112
Altérations du champ visuel, de la détection des contours, de la perception du mouvement.
Performances supérieures pour la recherche visuelle de détails.

Vision
Sensibilité augmentée aux sons intense, diminution des capacités d’orientation auditive
Altération de la perception de la prosodie (variations de rythme ou de mélodie du langage 113-118
Difficulté a isolé un les caractéristiques d’un son lors d’informations auditives concurrente
; Diminution de la capacitée a concentrer son attention sur des sons saillants

Audition
Modifications de la détection ou de I'identification d’odeurs 119-121

Olfaction
Preférences alimentaires sélectives, détection du gout modifiée et difficultés a identifier des 120122

saveurs acides ou ameres.

Gusfétion

Certaines textures vestimentaires sont difficilement tolérées, hypo et hyper-réactivités, 123-129
détection anormale de stimuli tactiles, défaut d’accoutumance a certains stimuli tactiles.

Tact

Mauvais ajustements posturaux, difficultés a situer son corps dans I'espace,
Autres Recherche de stimulations vestibulaires par balancements, tournoiements. 130-133
Altération du seuil de détection thermique, Sensations de chaleur paradoxales

Table 3. Exemples d’altérations sensorielles retrouvées dans les TSA.

Les spécificités sensorielles sont fréquentes dans les TSA, peuvent concerner tous les sens et sont souvent multimodales. Bien qu’elles soient décrites comme des
« hypo ou hyper-réactivités a des entrées sensorielles ou un intérét inhabituel pour certains aspects sensoriels de I’environnement » dans les critéres diagnostiques
il semble que la sensorialité des sujets autistes ne puisse étre réduite a un talent ou un déficit.
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CONCLUSION SUR LES TROUBLES DU SPECTRE
AUTISTIQUE

Les troubles du spectre autistique sont un ensemble de troubles
neurodéveloppementaux caractérisés par des déficits dans la communication et
I’interaction sociale et la présence de comportements restreint et répétitifs. Ils
atteignent 1% de la population et sont plus fréquent chez les individus males.
Leur étiologie est multifactorielle et implique des déficits de la transmission
synaptique et de I’expression génique sSe traduisant hypothétiquement chez
I’humain par des déséquilibres excitation/inhibition et une connectivité réduite
des réseaux neuronaux. Il est important de constater qu’une intégration
sensorielle modifiée semble étre un critere universel si bien que certains auteurs
suggerent que 1’autisme serait avant tout une pathologie sensorielle.

De toutes les modalités sensorielles, la douleur est indispensable a la préservation
de I’intégrité de 1’organisme. Cependant, celle-ci est souvent mal évaluée du fait
de la symptomatologie complexe des individus atteint TSA. Dans la partie qui
suit, apres une description des voies neuronales qui sous-tendent la douleur nous
aborderons comment elle est évaluée ainsi que les différences sexuelles déja
décrites.
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I. NOCICEPTION ET DOULEUR

La douleur est définie comme une expérience sensorielle et émotionnelle desagréable, en
réponse a une lésion tissulaire réelle ou potentielle ou décrite en de tels termes (International
Association for the Study of Pain)!3*. Elle est le plus souvent physiologique avec pour but de
maintenir 1’intégrité des tissus. Elle résulte de I’interprétation consciente et subjective de
I’information nociceptive, on parle alors de douleur nociceptive. En effet, elle repose sur une
fonction appelée la nociception, qui regroupe 1’ensemble des phénoménes de la transduction
a la transmission et I’intégration des stimuli nocifs ou potentiellement nocifs pour
I’organisme.

Note : La douleur nociceptive est souvent opposée a la douleur dite neuropathique qui résulte
de Iésion ou maladies du systeme nerveux somato-sensoriel (IASP). Dans ce manuscrit, le terme
générique de douleur se réfere a la douleur nociceptive, dans le cas inverse le type de douleur
sera préciseé.

1. Neurobiologie

L’ensemble des processus nociceptifs qui sous-tendent la sensation de douleur implique
différents acteurs interconnectés constituant le « circuit de la douleur » (Figure 2). Notons
que des changements plastiques au sein de ce circuit sont décrits comme pouvant entrainer des
hypo/hyperalgésies (i.e. douleur diminuée/augmentée pour un stimulus normalement
douloureux) et des allodynies (i.e. douleur provoquée par un stimulus normalement
indolore)t34135,

20



Cortex

somatosensoriel

Insula
Thalamus
Amygdale
PAG
PBN
RVM

] 1

LY 4

1 1

1 1

CDME ! !

G

6o

Figure 2. Schéma simplifié du systeme nociceptif ou « circuit de la douleur ».

Les nocicepteurs détectent les stimuli nocifs en périphérie et transmettent I’information aux neurones du réseau de la corne dorsale de la
moelle épiniére. L’information qui en résulte est transmise a I’encéphale et notamment au thalamus via la voie spinothalamique mais aussi
au noyau parabrachial (PBN). S’ensuit un traitement cérébral complexe mettant en jeu différentes structures (cortex somato-sensoriel,
CCA : cortex cingulaire antérieur, insula, amygdale...), donnant potentiellement lieu a la sensation de douleur. En retour, les structures
cérébrales envoient des projections sur la substance grise périaqueducale (PAG) et la moelle rostro-ventrale (RVM), deux structures
modulant via les terminaisons de leur neurones 1’intégration spinale du message nociceptif.
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1.1. Détection et transduction des signaux nocifs
» Pour une revue détaillée®

Le message nociceptif est initialement produit par 1’activation de neurones sensoriels
primaires spécifiques dits « nocicepteurs » innervant la périphérie (peau, muscles...) ainsi que
les organes internes**®. Ces nocicepteurs font partie des fibres sensorielles périphériques dont
le corps cellulaire est situé dans les ganglions rachidiens (DRG) pour la sensibilité du corps et
dans le ganglion trigéminal pour celle de la téte. Ces fibres sensorielles sont souvent classées
en fonction des propriétés de leur réponse (modalité les activant et ainsi que leur seuil
d’activation), de leur vitesse de conduction (reflet du diametre et du degré de myélinisation de
I’axone) ainsi que de leur neurochimie!®®13 (Figure 3). Au sein de ces neurones sensoriels,
I’expression de certaines protéines définit leurs modalités d’activation (thermique, mécanique
ou chimique). Ces proteines, des récepteurs-canaux, sont responsables de la transduction des
stimuli potentiellement nocifs en signal électrique®. Elles sont plus ou moins spécifiques d’une
modalité et conduisent a la dépolarisation de la terminaison périphérique et a la genése de
potentiels d’action. Un nombre important de ces protéines a été décrit, comme les canaux
TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) pour les stimuli nocifs chauds, aussi
accessoirement activés par un composant du piment, la capsaicine®®*! L ’information
nociceptive résultante est codée sous forme de trains de potentiels d’action, dont la fréquence
dépend de I’intensité de la stimulation®®®. Elle est ensuite acheminée via les racines dorsales a
la corne dorsale de la moelle épiniére (CDME)4%:142,

1.2. Intégration spinale
» Pour des revues détaillées!4>143

L’intégration des messages nociceptifs au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniére
(CDME) avant leur transmission vers les centres supérieurs est un processus complexe mettant
en jeu un dense réseau neuronal (Figure 3). Ce réseau est composé de neurones de projection
(10%) dont les axones projettent vers des structures supra-spinales et d’interneurones (90%)
dont les axones restent dans la moelle épiniére (ME)*’. Chez la souris et le rat, les neurones de
projection ainsi que la majorité des interneurones (60-70%) sont excitateurs et utilisent le
glutamate comme neurotransmetteur alors que les interneurones qui sont inhibiteurs (30-40%)
utilisent I’acide y-aminobutyrique (GABA) et/ou la glycine 1427146,

Les neurones de projections sont répartis dans la couche (ou lamina) la plus superficielle (I)
ainsi que les couches plus profondes (I11-V11). Ils projettent vers des structures supra spinales
du tronc cérébral (substance grise périaqueducale, noyau parabrachial) ainsi que vers

I’encéphale notamment le thalamus®#7148,

Les interneurones sont présents dans toutes les couches mais sont particuliérement denses dans
la lamina Il et leurs interactions integrent et filtrent les informations nociceptives venant des
neurones sensoriels primaires avant leur transmission aux neurones de projection. Il est
important de considérer que I’équilibre entre la composante excitatrice et inhibitrice

constitue un élément capital dans 1’intégration et le filtrage des entrées nociceptives*?,
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Figure 3. Les fibres périphériques et le réseau de la corne dorsale de la moelle épiniére.

Les fibres AP sont des fibres de gros diamétre, myélinisées avec une vitesse de conduction élevée. Elles représentent des fibres mécano-
sensibles non-nociceptives a bas seuil**®. Leurs terminaisons périphériques sont encapsulées et constituent différents mécanorécepteurs de
la peau®. Bien qu’une petite proportion de leurs terminaisons centrales soient dans les couches (laminae) profondes de la CDME (111-V),
elles projettent principalement au niveau thalamique et emprunte la voie des cordons dorsaux. Les fibres A3 ont un diamétre moyen, sont
faiblement myélinisées avec une vitesse de conduction moyenne alors que les fibres C ont un petit diamétre, ne sont pas myélinisées avec
une vitesse de conduction faible. Les terminaisons périphériques Ad et C sont libres et réparties dans 1’épiderme ou les organes internes et
sont principalement activés par des stimuli nocifs de nature thermique ou mécanique. Leurs terminaisons centrales sont au niveau de la
CDME, principalement dans les couches superficielles (I-11) et vont faire synapse avec des interneurones ainsi que des neurones de
projections®*+%0, Au sein du réseau de la CDME, les neurones de projections ne représentent qu’une faible proportion de neurones totaux.
Ils sont localisés dans la lamina la plus superficielle et certaines plus profondes et constituent la voie de sortie du réseau, projetant vers des
structures supra-spinales comme le thalamus par exemple par la voie spino-thalamique 1. La majorité des neurones de la CDME sont des
interneurones glutamatergiques pour la plupart mais aussi GABAergiques et glycinergiques. lls sont responsables du filtrage et de
I’intégration de I’information nociceptive avant sa transmission aux neurones de projections puis aux centres supérieurs.

*Simplification, parmi les AS et C on retrouve aussi des fibres thermosensibles et des mécano-sensibles non-nociceptives 1312,
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Le message nociceptif est modulé au cours de son trajet de la périphérie vers le cortex cérébral.
Cette modulation est particulierement importante dans la corne dorsale de la moelle épiniére.
Deux types de modulations peuvent étre distingués a ce niveau. L'une par les fibres sensorielles
tactiles non nociceptives et décrite par le concept du « gate control », théorisant I’interaction
entre les voies neuronales tactile et nociceptive, rendant compte de 1’observation qu’un léger
toucher peut diminuer la sensation de douleur aigué®*'>*, L'autre met en jeu des voies
descendantes provenant de nombreuses régions supra-spinales et notamment du tronc
cérébral'>® détaillé ci-aprés.

1.3. Integration cérebrale
» Pour une revue détaillée!®®

Apreés cette intégration spinale complexe, le message nociceptif, véhiculé par les neurones de
projection, atteint I’encéphale par différentes voies. Chez I’humain il s’agit notamment de la
voie spinothalamique et accessoirement de la voie spino-parabrachiale %, Au niveau du
thalamus, les informations ascendantes sont intégrées et filtrées, principalement dans les
noyaux ventro-postéro-latéraux, -inferieurs et -médians "1, Elles sont ensuite transmises a
différentes structures cérébrales constituant la « matrice de la douleur ». Cette matrice est en
réalité un ensemble de structures qui interagissent entre elles pour donner lieu a la sensation de
douleur consciente et subjective qui possede des composantes sensori-discriminative, cognitive
et affective'®®. Ces processus sont trés rapides et la sensation de douleur consciente apparait
avec un délai inférieur a une seconde dans des conditions physiologiques.

Dans un premier temps la matrice de premier ordre ou matrice nociceptive est constituée de
structures sensori-motrices qui regoivent des projections directes de la voie spinothalamique.
Elle regroupe schématiquement I'insula postérieur ainsi que le cortex somatosensoriel primaire
(SI), des régions pariétales postérieures, le cortex cingulaire (médian) postérieur (CCP) et l'aire
motrice supplémentaire (SMA)'*-161 [ 'activation de cette matrice nociceptive est responsable
de P’aspect sensori-discriminatif de la douleur physique et peut entrainer des processus
prémoteurs et d’orientation rapides.

Dans un second temps, un ensemble de régions corticales est quasi invariablement activé par
un stimulus nociceptif mais ne recoit pas d'entrée somato-sensorielles directes. Cette matrice
de deuxieme ordre inclut I'insula antérieure, la partie médiane du cortex cingulaire antérieur
(CCA) et les aires préfrontales (PFC) et pariétales postérieures (PPC). A la différence de la
matrice nociceptive, ces régions ne sont pas spécifiques des modalités vehiculées par la voie
spino-thalamique et peuvent étre activées par des stimuli sensoriels non nociceptifs. Cette
matrice est ainsi supposee responsable de I’attribution de la saillance des stimuli nocifs
notamment dans le but d’entrainer des contrdles attentionnels descendants. Elle est donc
souvent appelée matrice de la saillance.

Bien sdr cette expérience initiale de douleur provenant de ces différents réseaux peut étre
modifiée en fonction des croyances, des émotions et des processus attentionnels. Des régions
liées a un plus haut niveau de cognition et d’affect comme les cortex antéro-latéral et
orbitofrontal, l'aire tegmentale ventrale ainsi que le systéme limbique sont entre autres
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impliquées et sont parfois considérées comme constituant une matrice de troisieme ordre.
L’activit¢ de cette sous-matrice, y compris précédant un stimulus nocif, peut modifier
I’intégration par les deux autres.

La douleur, ensuite encodéee dans le systeme mnésique par exemple, est le résultat d'une
interaction continue de ces différentes sous-matrices et ne peut pas étre prédite par I'activité
unique des aire sensorielles et associativest®8162-165,

1.4. Les contréles descendants

» Pour une revue détaillée 1°°

En retour, les centres supra-spinaux peuvent moduler les informations nociceptives
ascendantes notamment par I’intermédiaire de projections plus ou moins directes au niveau de
la CDME. Les structures principales impliquées dans ces contréles sont le PFC,
I’hypothalamus, 1’amygdale mais surtout des noyaux du pont comme le Locus Coeruleus, les
noyaux parabrachiaux, les noyaux du raphé magnus, la moelle rostroventromédiale (RVM) et
la substance grise périaqueducale (PAG)>>166,

La PAG est centrale dans ces processus car elle posséde des connections bidirectionnelles avec
le PFC et I’amygdale et controle ’activité de la RVM. Cette derniére projette directement vers
la CDME et permet d’inhiber I’intégration spinale ou de la faciliter.

Globalement, les projections descendantes peuvent étre excitatrices ou inhibitrices via
différents neurotransmetteurs et projettent sur des neurones et des cellules gliales du réseau de
la CDME®™315167 par exemple, les contrdles descendants inhibiteurs, potentielle source
d’analgésie, peuvent s’effectuer via des projections GABAergiques, glycinergiques mais aussi
sérotoninergiques et noradrénergiques %1,
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2. Mesure de la Nociception de la Douleur chez
I’Humain

Tous les acteurs du « circuit de la douleur » vont finalement par leurs interactions réciprogques
donner potentiellement lieu a une sensation de douleur dans ses aspects sensori-discriminatifs,
cognitifs et affectifs. Chez I’humain, c’est cette douleur globale qui est ressentie et parfois
exprimée dans un contexte médical. Cependant, bien qu’il semble évident qu’évaluer une
douleur soit capital lors d’un examen clinique, cela peut parfois s’avérer délicat. Les méthodes
utilisées peuvent étre directes ou indirectes, objectives ou subjectives et dépendent de I’age, de
I’état physiologique et psychologique du sujet. Une liste exhaustive des outils disponibles en
clinique peut étre consultée sur le site de la Société Francaise d’Etude et de Traitement de la
Douleur®®,

2.1. Auto-évaluation

L'auto-évaluation est la méthode la plus utilisée et repose sur le jugement par I’individu de sa
propre sensation de douleur. Elle est méthodologiquement simple et inclus le patient ainsi
que son expérience subjective mais implique une communication. En effet, le cette
communication permet de préciser beaucoup de paramétres comme la sévérité, la nature,
I'origine ainsi que des informations rétrospectives sur les expériences passées.

Le plus souvent, chez 1’adulte conscient et capable de s’exprimer et chez I’enfant 4gé de plus
de 6 ans, des échelles unidimensionnelles numériques verbales ou visuelles analogiques qui
permettent au patient de préciser I’intensité de sa douleur ainsi que des schémas corporels pour
indiquer sa localisation. Pour les jeunes enfants (4 a 6 ans), les méthodes utilisées chez 1’adulte
ont été adaptées, avec par exemple des échelles visuelles analogiques représentant des visages
plus ou moins expressifs d’un certain degré de souffrance ou des schémas corporels grossiers
(« bonhommes »). Ces méthodes simples permettent une premicre évaluation de la douleur d’un
individu ainsi que le suivi de I’efficacité d’un traitement antalgique mais ne donnent pas ou peu
d’informations sur les caractéristiques de la douleur.

Ainsi, des approches plus complexes sont parfois utilisées, comme des échelles dites
multidimensionnelles, a la fois quantitatives (intensité) et qualitatives (type de douleur,
modalité, impact psychologique...). Elles tiennent compte de la composante sensori-
discriminative mais aussi affective de la douleur. En France, le questionnaire douleur de
I’hopital Saint-Antoine, version francaise du McGill Pain Questionnaire, est 1'un des plus
utilisgt’017,

2.2. Hétéroévaluation

Il est cependant des cas ou ces méthodes ne sont pas appropriées, notamment lorsque la
communication est impossible ou que les capacités cognitives nécessaires a I’introspection sont
insuffisantes (nouveau-né, déficit intellectuel, état végétatif...). De nombreuses méthodes
d’évaluation alternatives ont donc été développées. Elles reposent sur I’observation par un
autrui de certains signes cliniques ; on parle alors d’hétéroévaluation.
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Ces meéthodes reposent sur I’observation de signes indirects comme des vocalisations
paralinguistiques (pleurs, grognements...), des expressions faciales, la posture du corps ou de
toute action dont le but est de minimiser ou de se protéger de la douleur. Schématiquement,
tous les signes liés aux efforts de la personne pour faire face de maniére efficace ou non a
I’inconfort de la douleur doivent étre pris en compte!’2173,

Il est intéressant de noter que I’expression indirecte non verbale de la douleur est souvent
considérée comme plus spontanée et automatique, ¢’est pourquoi les observateurs lui accordent
généralement une importance considérable et la décrivent comme plus crédible!™,

2.3. Meéthodes alternatives physico-chimiques

D’autres méthodes de mesure se voulant plus objectives ont cependant été développées.
Certaines, comme le test sensoriel quantitatif (QST), utilisent des stimulations thermiques et
mécaniques standardisées pour évaluer la modalité somato-sensorielle dans son ensemble mais
nécessitent I’absence de déficience intellectuelle majeure chez le sujet'”. Finalement, des outils
plus indirects, principalement utilisés en anesthésie, analysent des parameétres autonomes,
notamment |’augmentation de 1’activité du systéme nerveux sympathique lors d’une expérience
nociceptive. Ainsi, la fréquence cardiaque et sa variabilité, la pression artérielle, le degré de
dilatation de la pupille, la conductance électrodermale sont de bons indices du niveau de
nociception 176-178,

3. Focus sur les différences sexuelles

» Pour une revue détailléel”

Chez I’humain, des différences dans la prévalence mais aussi I’intensité sont décrites entre les
sexes pour différentes formes de douleurs'®-18, Quantitativement, la littérature chez I’humain
semble s’accorder sur le fait que les femelles sont plus sensibles a la douleur mais aussi plus
tolérantes'®. Chez I’animal, la méme donnée est retrouvée avec une sensibilité plus importante
des rongeurs femelles a la douleur aigue ou chronique'®.

Cependant, il serait erroné de réduire les différences sexuelles a un aspect quantitatif.

En effet, un certain nombre de mécanismes biologiques semblent exister pour un sexe mais pas
pour 1’autre, ce qui ajoute un aspect qualitatif. En effet, bien qu’un certain nombre de
processus biologiques concernant la nociception et la douleur soient partagés par les deux sexes,
des spécificités sexuelles importantes sont présentes. Les observations chez I”’humain ainsi que
la modélisation chez I’animal montrent I’implication d’acteurs cellulaires et moléculaire. Ceux-
ci, concernent les phénomenes neuro-immuns ainsi que certains neuromédiateurs comme les
opioides ou catécholamines!’.

Ces différences peuvent étre expliquées par des aspects génétiques et épigénétiques ou par
I’effet des hormones sexuelles. Par exemple, les cestrogeénes, la progestérone ou les androgénes
peuvent moduler certains mécanismes bien qu’il soit difficile de les classer en hormones pro-
ou anti-nociceptives'®87. Cependant, le fait que certaines différences soient observées avant
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la puberté suggere que les hormones ne sont pas responsables de la totalité des différences

sexuelles relevées!’.

En effet, certaines données de la littérature suggerent que ces différences biologiques
n’expliquent seraient seulement responsables de 0.4% de la variance liée au sexe dans le cadre
de la douleur et la nociception mais que la majorité cette variance (7.9%) proviendrait des
interactions entre le facteur environnement et le facteur sexe!®®. Par exemple, le contexte
environnemental, le stress, régime alimentaire ou mémes les interactions sociales ont tous été
montrés comme pouvant moduler les phénomenes nociceptifs et douloureux et cette influence
est parfois décrite comme dépendant du sexe *7°.

Dans le cadre de notre étude, il est important de remarquer que les interactions sociales qui sont
différentes en fonction du sexe peuvent affecter la réponse a la douleur®®1%, En effet, ceci
apparait comme capital concernant les TSA dans lesquels ces aspects sont altérés.

CONCLUSION SUR LA DOULEUR ET LA NOCICEPTION

La douleur résulte de [Dinterprétation consciente et subjective de
I’information nociceptive. Cette information résulte de la transduction de
stimuli potentiellement nocifs pour I’organisme par les nocicepteurs en
signaux électriques ensuite intégrés et filtrés au niveau de la corne dorsale
de la moelle épiniere puis au niveau cérébral. L’interaction entre ces
acteurs peut donner lieu a une sensation de douleur dans ses aspects
sensori-discriminatifs et cognitivo-affectifs. Cette sensation peut ensuite
étre ¢évaluée dans un contexte médical, le plus souvent avec de 1’auto-
évaluation mais parfois le recours a 1’hétéroévaluation est nécessaire
lorsque les capacités de communication, d’interactions sociales ou de
cognition sont altérées. Cela est notamment le cas dans le cadre des
troubles du spectre autistique, ce qui fait de I’évaluation de la douleur chez
ces individus un défi majeur.
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II. TROUBLES DU SPECTRE AUTISTIQUE ET
DOULEUR

Pendant longtemps, les sujets autistes étaient considérés comme insensibles a la douleur. Des
observations de réactions inhabituelles lors d’une situation doulourcuse et d’automutilations
conjuguées a certaines descriptions cliniques anecdotiques et quelques récits autobiographiques
ont longtemps renforcé cette position'®1%2 A tel point, qu’aujourd’hui, les critéres
diagnostiques des TSA incluent une « apparente insensibilité & la douleur »2. Cependant, il
semble nécessaire de mettre ce critére en perspective et de dissequer plus précisement la
question de la douleur dans le cadre des TSA. En effet, du fait des déficits dans la
communication et les interactions sociales qui caractérisent les sujets autistes ainsi que des
potentiels déficits intellectuels associés, il est trés difficile d’évaluer la douleur chez ces
individus!®. Cette question reste importante car ils sont statistiquement plus amenés a
expérimenter des situations douloureuses au cours de leur vie du fait des nombreuses
comorbidités (épilepsie, troubles gastro-intestinaux...), et car ils présentent un risque de
blessure plus élevét®+1%,

Tous ces biais peuvent entrainer une mauvaise prise en charge de la douleur et entrainer des
conséquences a long terme telles que des troubles du sommeil, de I’anxiété ou de la dépression,
déja trés prévalentes dans les TSA,

1. Evaluation de la douleur dans le cadre des TSA

1.1. Le défi de la symptomatologie TSA

Les altérations dans la communication et les interactions sociales inhérentes aux TSA peuvent
sans aucun doute influencer 1’expérience douloureuse de 1’individu mais aussi de ceux qui
I’entourent. En effet, 1a douleur est une expérience sociale a part entiére et la relation entre
sensation de douleur et aspects sociaux est maintenant bien décrite dans le modele social de la
douleur'’®. D’une part la situation douloureuse peut influencer la maniére dont 1’individu va
interagir avec ses pairs. Par exemple, dans le cadre d'une maladie source de douleur, il est
souvent observé une détérioration des relations sociales et un certain isolement ce qui méne
ensuite & un renforcement de la douleur en elle-méme et des comportements liés a la maladie!”.
D’autre part, lors d’une situation douloureuse, I’interaction sociale et la communication sont
capitales pour prévenir autrui et ainsi entrainer les réactions d’empathies ou de soins nécessaires
pour diminuer I’inconfort de cette situation.

Ainsi, les personnes qui sont moins efficaces dans leurs interactions sociales ou leur
communication, comme les individus atteints de TSA, peuvent avoir du mal a convaincre
autrui (famille, soignants, éducateurs...) de leur souffrance ou inconfort et leurs douleurs
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peuvent étre ignorees ou mal traitées. En conséquence, le fait que cette douleur soit adressée de
maniére adéquate repose en grande majorité sur I'évaluation de celle-ci par autrui. L association
internationale pour I’étude et le traitement de la douleur précise que « l'incapacité a
communiquer verbalement n’exclut en rien la possibilité qu'un individu éprouve une douleur et
ai besoin d'un traitement antalgique » (IASP).

Cependant, savoir si un changement dans I'expression de la douleur refléte un changement dans
son expérience ou est le reflet d’'une modulation par la symptomatologie TSA est un défi
considérable. La douleur est une expérience trés complexe dont les paramétres peuvent étre trés
difficiles a traduire en mots. Ceci s’avére donc particulierement difficile lorsque la compétence
de langage n’est peu voire pas disponible chez certains individus avec des troubles cognitifs
ou de communication verbale 1">1%, De plus, bien qu’une part des individus TSA ne présentent
pas de déficience intellectuelle, cette comorbidité pose des défis concrets auprés du corps
médical et des proches'191% En effet, la douleur étant une sensation subjective intégrée qui
repose sur une composante cognitivo-affective importante, elle nécessite des capacités
cognitives et introspectives intactes, ce qui n’est pas toujours le cas dans le cadre des TSA.

1.2. Les outils utilisés

Du fait de sa symptomatologie, I’évaluation de la douleur d’un sujet atteint de TSA que ce soit
au quotidien ou dans un contexte clinique peut s’avérer compliquée et les méthodes d’auto-
¢valuation utilisées traditionnellement sont peu adaptées. Cependant, il n’y a pas encore de
protocole validé permettant de mesurer la douleur chez I’ensemble des patients TSA.
Néanmoins, des échelles d’hétéroévaluation, validées chez des enfants incapables de
communiquer verbalement ou ayant des déficits cognitifs importants, peuvent étre utilisées
chez certains enfants autistes. Récemment, 1’échelle NCCPC (Non-communicative Children
Pain Checklist) a ét¢ validée en frangais sous le nom de Grille d’Evaluation Douleur-Déficience
Intellectuelle'®®. A Iorigine, cette grille a été congue pour quantifier la douleur post-opératoire
chez des enfants non communicants. Aprés quelques ajustements prenant en compte les
réactions émotionnelles, 1’hypervigilance ainsi que les expressions idiopathiques et
douloureuses spécifiques des TSA, elle est également utilisable pour quantifier la douleur au
quotidien chez la plupart des enfants autistes?®. Elle évalue six catégories d’items : les
expressions vocales, I’activité sociale, les expressions faciales, le tonus et la réactivité ainsi que
des signes physiologiques.

Il est important de noter que ces échelles comportementales d'évaluation de la douleur doivent
étre appliquées prudemment dans le cadre des TSA dont les individus sont connus pour avoir
des expressions atypiques. Les parents et observateurs doivent étre familiarisés avec le
comportement ordinaire de la personne pour espérer étre capable de détecter les signaux
anormaux et de reconnaitre ceux- ci comme une réponse & la douleur!®320%,

Finalement, comme chez les sujets neurotypiques, les outils de mesure de I’activité du systeme
nerveux autonome peuvent également étre utilisés?%>2%,
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2. Sensibilité nociceptive et douloureuse des individus
TSA

» Pour des revues détaillées®2%4

Bien qu’un certain nombre d’¢léments suggérent que la réaction a la douleur des sujets autistes
est altérée par rapport a la population neurotypique, les observations ne font pas consensus. De
maniére générale, la sensibilité et les réactions comportementales lors d’une expérience
douloureuse sont souvent analysées selon des protocoles tres divers. Dans le cadre des TSA,
ceux-ci prennent en compte les rapports faits par les parents, par les éducateurs spécialisés ou
des observations antérieures faites a la suite d’interventions médicales potentiellement
douloureuses (prise de sang, soins dentaires) et lors de tests expérimentaux. Par conséquent, les
résultats sont tres hétérogenes et dépendent en grande partie de la méthodologie utilisée ainsi
que du contexte dans lequel des évaluations ont été réalisées.

2.2. Les interviews et questionnaires

A travers des interviews avec des proches d’individus atteints de TSA ou la lecture de récits
autobiographiques, un certain nombre d’informations suggeérent une sensibilité diminuée a la
douleurt®1:2052% par exemple, des descriptions mentionnent des enfants prenant un poéle a frire
brulante sans réponse douloureuse, des auto-extractions dentaires sans anesthésie, ou des abceés
dentaires normalement tres douloureux passant inapercus en 1’absence de manifestations de
douleur205,207—209.

De plus, les évaluations via des questionnaires distribuées aux parents ou au personnel médico-
social décrivent une proportion importante d’insensibilité a la douleur (40%)?'°. Bien que la
plupart des études décrivent un hypo-réactivité, d’autres retrouvent un hyper-réactivité ou une
réactivité non altérée?°2219-212 . Cependant, une grande différence est retrouvée entre les
observations par les parents, les éducateurs ou le personnel médical ce qui limite la portée de
ce genre d’approche?9%?1,

2.3. Lesobservations cliniques

Lors d’une prise de sang ou de soins dentaires, des études démontrent une diminution de
réactivité comportementale a la douleur par rapport au groupe témoin, d’autreS une
augmentation alors que certaines ne démontrent aucune différence 192201,202211,.213

Il est important de considérer, qu’une réactivité comportementale diminuée, chez les sujets TSA
par rapport aux sujets témoins, n’indique pas nécessairement une sensibilité moindre, mais un
mode d’expression de la douleur potentiellement différent faisant suite aux troubles de
communication, de représentation du corps et aux déficits intellectuels associés %2202, Par
exemple, lors de la mesure de paramétres indirects plus objectifs, comme 1’activité du systéme
nerveux autonome, des études retrouvent une augmentation plus importante de la fréquence
cardiaque lors de la réalisation d’une prise de sang, indiquant une hyper-sensibilité, alors que
I’échelle comportementale réalisée en paralléle démontrait une hyposensibilité 202,
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Encore une fois, ces approches sont trés dépendantes de 1’observateur, notamment dans le cadre
des TSA. En effet de degré de discordance entre les observations par le corps médical ou par
les parents lors d’une prise de sang de la sensibilité douloureuse est plus importante dans la
population TSA que chez les neurotypiques?!?.

2.4. Les études physico-chimiques

Des études se voulant plus standardisées utilisent des stimulations nociceptives calibrées
comme dans le QST (Table 4). La plupart de ces études ne retrouvent aucune différence
systématique de sensibilité a la douleur entre les sujets TSA et les sujets neurotypiques.
Cependant, en distinguant les différentes modalités nociceptives, certaines différences semblent
apparaitre, mais elles sont loin d’étre consensuelles entre les ¢tudes. Par exemple, concernant
la sensibilité nociceptive thermique au chaud et au froid, a la fois une hyper-sensibilité et une
absence de différence sont décritest?’132203214-216 " yyant aux études relatives & la modalité
nociceptive mécanique, elles indiquent des normo-, des hypo- ou des hyper-
sensibilités!32215217218

Les méthodes de seuil de douleur ou méme de tolérance ne permettent pas toujours de mettre
en évidence des différences dans le ressenti de la douleur car elles n’évaluent que peu de
parameétres. Cependant, certaines études utilisant des questionnaires multidimensionnels afin
d’évaluer différents aspects de la douleur, décrivent une diminution des aspects affectifs et
subjectifs sans modification de 1’aspect sensori-discriminatif et du seuil global de sensibilité a
la douleur. Ces données suggérent donc une potentielle altération des voies/structures
responsable de D’aspect cognitif et affectif de la douleur?’®. Néanmoins, ces méthodes
nécessitent des capacités introspectives et cognitives intactes ce qui n’est pas toujours le cas
chez les patients TSA. Par exemple, il apparaitrait que les sujets décrits comme hypo-
sensibles soient ceux ayant les symptomes autistiques les plus séveéres?'®. Ceci est d’autant
plus important a prendre en compte que la quasi-totalité des études évaluant la sensibilité
douloureuse et nociceptive des patients autistes a été réalisée chez des sujets sans déficience
intellectuelle.

Néanmoins, il est intéressant de noter que certains patients autistes présentent des sensations
paradoxales de chaleur (i.e.. sensation de chaleur ou de briilure lors d’autres stimulations que
des stimulations thermiques chaudes) et des allodynies mécaniques dynamiques que 1’on ne
retrouve pas chez les sujets témoins!®2214215 Ces particularités peuvent laisser penser que
I’encodage des signaux nociceptifs conduisant a la sensation de douleur peut étre altéré chez
certains sujets autistes.
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Population
TSA

Modalités

Thermique
chaud

Thermique
froid

Mécanique

Autres

Autres observations

Références

Effectif = 18
Age = 36,4
&19 =18/0
QI =115,8

.**

De faibles stimulations sont considérées comme
plus inconfortables.

220

Effectif = 8
Age = 29,0
319 =7/1
QI>70

127

Effectif = 15
Age = 25,8
319 =2/3
QI =101,8

.**

Hyposensibilité sur I'aspect subjectif et affectif de
la douleur.

216

Effectif = 20
Age = 14,6
419 = 15/5
Ql=104.1

Sensations paradoxales de chaleur (30%)

214

Effectif = 31
Age = 20,5
319 =29/3
Ql=101,4

Diminution de l'amplitude de la réponse
cérébrale.

Effectif = 15
Age = 27,53
319 = 14/1

Ql =102,27

Diminution de la réponse cérébrale lors d’'une
douleur soutenue

Effectif = 13
Age = 31,7
319 =716
Ql=111,6

Allodynie mécanique dynamique (15%)
Sensations paradoxales de chaleur (30%)

132

Effectif = 13
Age = 27,22
319 =716
QI >70

Allodynie mécanique dynamique
Sensations paradoxales de chaleur (35%)

215

Effectif = 34
Age = 20,4
319 =32/2
Ql >90

Effectif = 27
Age = 6,3
419 = 20/7
Ql =

altéré »

«non

217

Observations en faveur d’une sensibilité préservée (®), d’'une hypo-sensibilité (®) et d’'une hyper-sensibilité (®).

Table 4. Sensibilité douloureuse des patients TSA évaluée avec des méthodes physico-chimiques.
Chez I’humain, la sensibilité douloureuse est souvent mesurée par ’application d’une stimulation d’intensité variable, le sujet indique lorsque celle-ci devient
douloureuse. Pour la modalité thermique, le sujet est exposé a une température croissante pour le chaud et décroissante pour le froid. La sensibilité douloureuse
mécanique est mesurée sur le méme principe, en appliquant une force croissante a I’aide d’un dynamométre calibré. La stimulation électrique stimule directement
les fibres périphériques de la peau en utilisant un courant sinusoidal d’intensité croissante. Cette méthode différe de ’échelle verbale dans laquelle le sujet score
sur une échelle numérique I’intensité d’une stimulation donnée. Il est important de noter que la plupart des études sont réalisés chez des individus avec TSA sans

déficiences intellectuelles ce qui peut grandement biaiser les résultats. * Résultats variables entre 2 sessions. ** Stimulations de nature électrique.
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2.5. Les hypothéses pour une douleur modifiée

Schématiquement, I’ « apparente indifférence a la douleur » décrite dans le DSM-V pourrait
étre expliquée par différents éléments®??2. Premiérement, des modifications sensorielles
généralisées plus ou moins marquées sur certaines modalités comme la nociception et la
sensation de douleur qui lui est associée. Deuxiémement, la symptomatologie TSA en elle-
méme. Les déficits dans la communication et I’interaction sociale, les comportements restreints
et répétitifs ou les comorbidités psychiatriques telles que 1’anxiété et la dépression pourraient
modifier la perception et compréhension de I’environnement et ainsi la sensation ou
I’expression de la douleur. Finalement, des modifications spécifiques du systeme dédié a la
nociception et douleur pourraient donc expliquer les observations comportementales.
Vraisemblablement, tous ces éléments sont impliqués et interagissent ensemble pour donner le
tableau clinique si hétérogéne observé concernant la douleur dans le cadre des TSA.

2.5.1. Dysfonction globale des systemes sensoriels

L’altération globale de I’intégration sensorielle pas seulement restreinte au systeme nociceptif
et a la douleur pourrait expliquer certaines observations mais ne sera pas détaillé dans cette
partie (cf ci-avant « Focus sur les altérations sensorielles »).

2.5.2. Une réponse a la douleur modifiée

Les réactions a la douleur sont bien décrites et elles constituent un élément important dans la
communication de sa souffrance, notamment dans le cadre des TSA. En effets elles constituent
les signes non-verbaux de douleur.

25.2.1. Les réponses motrices

Les réactions motrices consistent en retrait vis-a-vis de la source de douleur ou certaines
expressions faciales spécifiques. De maniére genérale, I’activité motrice est sujette au contrdle
des systémes moteurs volontaires et involontaires. D'une part le réflexe moteur involontaire
permet le retrait de la source de douleur pour éviter des dommages tissulaires. D’autre part une
expression motrice volontaire contrdlée peut chercher a convaincre autrui de la gravité ou non
gravité de sa souffrance. Cependant, ces contrbles nécessitent des systémes somatigues,
cognitifs, émotionnels et comportementaux compétents et intacts. De plus, en sachant que les
altérations motrices sont fréquentes dans le cadre des TSA, elles pourraient influencer la
réaction face a une situation douloureuse et ainsi 1’évaluation de celle-ci par un observateur

extérieur??,

En effet, les réponses motrices, que ce soient les reactions corporelles ou les expressions
faciales a la douleur des sujets TSA sont souvent décrites comme retardées ou aberrantes par
les parents ou le personnel médical®®. Par exemple, certaines descriptions incluent I'absence de
protection du corps ou d'évitement de la source de douleur, des réactions déviantes tel que des
rires paradoxaux, de l'agressivité, des comportements stéréotypés et d'automutilation ou bien
une expression de l'inconfort sans précision de la localisation de la source de douleur. De plus,
les expressions faciales sont souvent considérées comme bizarres ou atypiques dans le cadre
des TSA??4, En effet, les individus sont décrits comme ayant des expressions émotionnelles plus
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courtes, moins fréquentes et de moins bonne qualité (moins précises et moins intenses) que les
neurotypiques. Ce signe est décrit comme de I'amimie dans les rapports cliniques et certains
outils diagnostiques inclus les « expressions faciales inappropriées » comme un signe précoce
de TSA?®,

2.5.2.2.  Les réponses physiologiques

La douleur entraine un certain nombre de réponses physiologiques contrélées par les systéemes
nerveux sympathiques et parasympathiquel’®. Ces réponses peuvent &tre mesurées
indirectement via les modifications de la fréquence cardiaque ou respiratoire, de la conductance
électrodermale, de la pression artérielle, de diamétre de la pupille et refletent une activation du
systeme nerveux sympathique.

Les études concernant ces réponses dans le cadre des TSA ne démontrent aucune différence
pour ce qui est de la conductance électrodermale ou de la fréquence cardiaque?°?2%, Une seule
étude démontre une augmentation plus importante de la fréquence cardiaque lors d'une prise de
sang chez des individus autistes?®2. Mais il est a noter que des procédures telles qu’une prise de
sang ou des soins dentaires peuvent entrainer du stress ce qui pourrait altérer la réelle réponse
a la douleur. En effet la fréquence cardiaque lors d’une prise de sang était déja plus élevée chez
les individus TSA par rapport aux controles avant méme la procédure?®?.

Ainsi, des méthodes prédictives utilisant un ensemble de parameétres physiologiques
(conductance électrodermal, fréquence cardiaques) dont les réponses semblent préservées dans
les TSA pourraient étre utilisées pour complémenter les approches comportementales et les
biais qui leur sont liés??’,

2.5.3. Modifications de I’encodage nociceptif

Il y a cependant certaines observations qui suggerent fortement que 1’encodage nociceptif
pourrait étre altéré chez les individus TSA.

2531 La détection et I’encodage des stimuli nociceptifs

Certaines observations suggéerent des modifications des fibres périphériques responsables de la
transduction et transmission des stimuli potentiellement nocifs. En effet, la densité de
terminaison libres intra-épidermiques est réduite dans les TSA et est corrélée avec les
symptomes autistiques??®. De plus, certaines données de transcriptomique suggérent des
modifications dans I’expression de canaux sodiques voltage dépendant Nav1.7, capitaux dans
la fonction des neurones sensoriels noceiceptifs??®2%°, 1 est intéressant de noter que les mesures
du seuil de douleur reflétent les mécanismes de détections des stimuli en périphérie et que ces
seuils semblent étre majoritairement intacts dans les TSA32214215 Cependant, ces mesures sont
a relativiser du fait de la potentielle implication de facteurs externes et internes (contexte,
historique personnel de douleur, état émotionnel...).
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2.5.3.2. L’encodage nociceptif central

Bien qu’il ait été suggéré que des modifications au niveau de la moelle épiniere pourraient étre
responsables des observations comportementales?!, aucune étude ne vient corroborer ces
suppositions. Ceci est largement attribuable a la difficulté de 1’étude de cette structure chez
I’Humain avec des procédures non-invasives. Ainsi la majorité des études évaluant I’intégration
centrale de la nociception se concentre sur 1’intégration supra-spinale décrite par le concept
décrit précédemment de matrice nociceptive.

Ces études révelent des contradictions trés intéressantes. Par exemple, la réponse corticale
observée en électroencéphalographie a la suite d’une stimulation nociceptive chaude, appelée
potentiel évoqué thermique, est diminuée chez les individus TSA par rapports aux témoins, et
ceci méme si I’intensité n’est pas évaluée comme différente sur ’échelle verbale?®. Ainsi,
I’absence de différences dans la sensibilité douloureuse comportementale retrouvée dans
certaines études n’indique pas forcément I’absence de différences dans 1’encodage central des
stimulations nociceptives. De plus, alors qu’initialement la réponse cérébrale « signature » de
la douleur n’est pas différente chez les sujets TSA par rapports aux témoins, elle est grandement
réduite lors d’une douleur soutenue??!. Ceci alors méme, qu’une fois encore, ’intensité évaluée
a I’aide d’une échelle verbale n’est pas différente. Cette observation suggere que la sensibilité
douloureuse n’est pas forcément altérée mais que la maniére de faire face a une douleur sur le
plan cognitivo-affectif pourrait étre différente entre les sujets TSA et neurotypiques et pourrait
expliquer en partie la coexistence des hypo- et hyper-sensibilites.

Plusieurs structures cérébrales de la « matrice de la douleur » ont été décrites comme modifiées
chez les individus TSA ce qui pourrait entrainer de modification dans 1’intégration nociceptive
et douloureuse.

Le thalamus, considéré comme le noyau majoritaire qui distribue les informations nociceptives
aux différentes structures corticales et sous corticales, est décrit comme modifié sur les plans
morphologiques et fonctionnels dans le cadre des TSA?*22%, De plus, le thalamus des sujets
TSA est activé de la méme maniére initialement lors d une stimulation nociceptive chaude mais
devient moins activé lorsque la stimulation est soutenue chez les sujets TSA par rapports aux
témoins??l. Ceci suggére que la phase nociceptive de courte durée serait intacte au niveau du
thalamus mais que des modifications apparaissent lorsque la stimulation se poursuit. Le
thalamus étant un noyau important pour diriger les informations nociceptives vers les aires
appropriées il est nécessaire d’évaluer sa connectivité notamment avec les aires corticales car
celle-ci nécessite d’étre intacte pour entrainer une sensation de douleur compléte. Chez les
individus TSA, certaines études décrivent une hypo-connectivité thalamo-corticale alors que
d’autres une hyper-connectivité?3*2342% | es modifications de la connectivité du thalamus
pourraient donc étre responsables de I’attribution a tort de douleur pour des stimulations
bénignes tactiles (allodynie mécanique) chez certains individus TSA2204.215,

Le cortex somatosensoriel est souvent considéré comme responsable des aspects sensori-
discriminatifs (localisation, intensité...) de la douleur. Des altérations de cette structure sont
déja décrites dans le cadre des TSA*?%,  La réduction du volume de la substance grise dans
les regions somato-sensorielles et une possible altération de la substance blanche thalamo-
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corticale est ainsi associee avec la présence de comportements automutilateurs, sources
potentielles de douleur®®. De plus, lors d’une douleur soutenue, des auteurs rapportent une
activation réduite du cortex somato-sensoriel primaire (S1) controlatéral a la stimulation mais
des réponses bilatérales dans le cortex somatosensoriel secondaire (S2) chez les individus
TSA?,

Le cortex cingulaire, notamment antérieur (CCA) est décrit comme modifié dans les
TSA239240 Encore une fois, lors d’une stimulation nociceptive chaude soutenue, il est moins
activé chez les TSA par rapport aux controles??!. De méme, I’amplitude et la latence des
potentiels évoqués dans le gyrus cingulaire est réduite lors d’une stimulation nociceptive
chaude?®®,

L’insula des patients TSA a déja été décrite comme présentant des altérations structurelles et
fonctionnelles?*242, De maniére similaire aux structures précédentes, lors d’une stimulation
nociceptive chaude soutenue, elle est moins activée chez les TSA par rapport aux controles??L,

Le cortex préfrontal (PFC) est décrit comme important pour les aspects cognitifs et la mise en
place des contrdles descendants antinociceptifs a court et moyen terme, modulant ainsi la
sensation et la réaction a la douleur?®. Dans certaines études, la réponse du PFC est observée
comme réduite chez les sujets TSA lors d’une stimulation douloureuse breve alors que d’autres
ne retrouve aucune différence lors d’une stimulation nociceptive soutenue®?l:?44, Il est
intéressant de remarquer que son activation est négativement corrélée au score de douleur chez

les individus TSA%1,
2.5.4. Les contrbles internes de la douleur

Le réseau PFC-Amygdale-Hippocampe est connu comme étant impliqué dans 1’intégration
cérébrale de la douleur et sa modulation par 1’activation de controles descendants facilitateurs
ou inhibiteurs via des structures du tronc cérébral (PAG, Locus Coeruleus, RVM...). Des
altérations structurelles et fonctionnelles de ce réseau ont déja été décrites dans les TSA245:24,
En effet, la réduction de la connectivit¢ entre ’amygdale et le PFC lors d’un stimulus
désagréable pourrait entrainer des conséquences lors d’une situation douloureuse®*’. De plus,
la théorie de « ’amygdale faible » qui sous-tend une mauvaise regulation émotionnelle dans les
TSA pourrait avoir des conséquences sur la douleur®*,

Cependant, ces systémes inhibiteurs internes, évalués chez 1’Humain par des protocoles de
modulation d’une douleur conditionnée (conditionned pain modulation), ne semblent ne pas
étre altérés chez les individus TSA?5222

L'aspect social de la modulation de la douleur ne doit pas la aussi étre sous-estimé dans
I'intégration globale de la sensation de douleur particulierement dans le cadre des TSA. Tres
souvent, une maniere de réagir a la douleur d’autrui est de donner un toucher « affectif ». Ces
stimulations sont transmises au cerveau via un type spécifiqgue de fibre C tactiles non
nociceptives?®. Elles entrainent une activation de I’insula mais pas des aires somato-
sensorielles et sous-tendent l'effet positif de ce type de toucher sur la douleur via une
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modification de I'activation des aires nociceptives, de la sous-matrice de la saillance et des
régions sous corticales comme I'amygdale, I'hypothalamus et la PAG?®.

Cependant, ce type de stimulation tactile est souvent décrite comme étant stressant voir
désagréable par les sujets TSA et entrainant parfois des réactions aversives®®!. Des données
montrent que I'activation cérébrale a la suite du « toucher social » est modifiee dans le cadre
des TSA et était corrélé avec la sévérité de I’autisme?? 24, En effet, I'activation de I'insula est
d'autres régions cérébrales socio-émotionnelles sont réduites mais ’activation du cortex
somatosensoriel primaire est augmentée, consistant avec une hyper-sensibilité tactile. Ceci
pourrait expliquer le coté désagréable du toucher social et le mauvais fonctionnement des
mécanismes de I'analgésie induite par ce type de toucher?*,

Cependant, des stimulations répétitives périphériques non nociceptives (tactiles, vibratoires...)
sont observées comme réduisant la sensibilité douloureuse mécanique de patients TSA,
démontrant que ces mécanismes de modulation de la douleur par des voies non-nociceptives
restent fonctionnels, au moins chez certains individus®®®.

2.5.5. L’apport des mécanismes empathiques

L’empathie vis a vis de la douleur d’autrui est liée a la subjectivité de I’individu ainsi que sa
propre expérience de situations douloureuses. De plus, I’observation de quelqu’un en situation
douloureuse entraine une réponse cérébrale proche de celle lors que sa propre situation
douloureuse ainsi que les réactions physiologiques qui y sont liées®®2%, Ces mécanismes
constituent un moyen d’étudier indirectement la douleur en focalisant plus sur des aspects
cognitivo-affectifs. Cependant, les résultats observés dans le cadre des TSA sont
contradictoires.

En effet, certaines études montrent des réponses cérébrales et physiologiques similaires entre
les individus TSA et neurotypiques, suggérant une intégration cérébrale de la douleur et de sa
contagion émotionnelle intactes dans les cadres du TSA?202%9.260 A contraire, certains résultats
révélent une activation cérébrale atypique ainsi que des réponses physiologiques et
comportementales modifiées?6026,

Ces résultats sont a modérer car il est possible que les difficultés a reconnaitre ou a reporter ses
propres émotions ou celles des autres (alexithymie), présentes dans les TSA, soient
responsables de ces modifications d’empathie a la douleur®®?,

2.5.6. Mécanismes attentionnels et anticipation de la douleur

La comparaison du motif d’activité cérébrale avant un stimulus douloureux entre TSA et
contrbles démontre une activation plus importante du CCA chez les TSA alors que les réponses
au stimulus douloureux n’étaient pas différentes?®®. Cette augmentation de la phase
anticipatoire ¢était accompagnée d’une sensibilité comportementale a la douleur anticipee
augmentée. Il est intéressant de remarquer que dans I’é¢tude de Gu et collaborateurs, les
individus pouvaient, lors d’une session expérimentale précédant I’imagerie, choisir 1’intensité
de la stimulation pour constituer une douleur a 3 sur une échelle de 1 a 5. Les individus TSA
choisissaient systématiquement un niveau de douleur plus faible que les contréles.
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Ces résultats suggeérent que la perception attendue de la douleur pourrait &tre augmentée du fait
d’un engagement attentionnel plus important.

2.5.7. Les déséquilibres neurochimiques

2.5.7.1.  Le systeme opioidergique

Un certain nombre de symptdmes de TSA chez I’humain ou dans les mod¢eles animaux
ressemblent a ceux observés lors de I’administration d’opiacés: sociabilité réduite,
comportements répétitifs, hyperactivité et diminution de la sensibilité a la douleur ce qui a mené
a une hypothése opioidergique des TSA2%, Etant donné I’implication des opioides dans le
fonctionnement du systeme nociceptif et le fait que les opiacés constituent des molécules de
référence dans le traitement de la douleur, il semble intéressant d’évaluer cet aspect. Par
exemple, la concentration de certains opioides dans le sang ou liquide cérébro-spinal a été
observé comme altérée chez certains individus TSA et certains antagoniste opioidergiques
démontre des potentiel thérapeutique intéressant bien que ces études se heurtent a un gros
probléme de réplication?®32%8, De plus, la concentration sanguine en opioides est augmentée
chez les sujets TSA aprés une situation douloureuse et corréle avec la sévérité de 1’autisme?®2.
Il a longtemps été suggéré que la douleur chronique dans le cadre des TSA pouvait entrainer
des comportements automutilateurs avec 1’objectif de stimuler la sécrétion d’opioides et avoir
un effet calmant®®,

2.5.7.2. Le GABA

L'hypothese GABA dans les troubles du spectre autistique suggere des dysfonctions précoces
du systtme GABAergique qui pourrait entrainer des modifications de la balance
excitation/inhibition, potentiellement responsable des symptomes TSAZ%-2"1 Un certain
nombre d'études rapportent des concentrations en GABA réduites chez des sujets TSA et qui
sont parfois corrélées avec des hyperréactivités sensorielles?’22", Ces altérations pourraient se
produire dans des structures impliquées dans I’encodage nociceptif et douloureux et perturber
les processus neuronaux comme suggéré dans 1’insula’®.

2.5.7.3. Le systeme des endocannabinoides

Ce systeme participe notamment au développement cérébral, a la plasticité synaptique, a
I'encodage sensoriel et module les interactions sociales, l'anxiété ou le stress?’"?’®, Sa
dérégulation a été proposée comme hypothése physiopathologique des TSA?7%-28 En effet, une
diminution de la concentration en endocannabinoides est observée chez les individus autistes?®?,
Etant donné le rble de ce systeme dans les processus nociceptifs, il est possible que sa
dérégulation puisse modifier la sensibilité et la réponse a la douleur dans le cadre des TSAZ%,
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CONCLUSION SUR LA NOCICEPTION ET LA DOULEUR
DANS LES TSA

Avoir acces aux soins lors d’une situation douloureuse peut se révéler tres
complexe pour les individus autistes du fait des altérations d’interaction sociale,
de communication et de la présence de déficits intellectuels. Cependant, les
études comportementales chez I’homme suggérent qu’il n’est pas encore
possible de répondre a une question globale de différence de sensibilité
nociceptive en termes d’hyper-, de normo- ou d’hyposensibilité des sujets TSA
par rapport a la population neurotypique. C’est pourquoi les criteres
diagnostiques des TSA ont évolué sur cette question passant d’une « indifférence
a la douleur » (DSM-III), a un « seuil de douleur élevé » (DSM IV) puis a une
« apparente indifférence a la douleur » aujourd’hui (DSM-V). Cependant, il est
aussi possible que la maniére de faire face a une situation douloureuse soit
différente pour les individus atteints de TSA et qu’elles soient interprétées a tort
comme une sensibilité modifiée par un observateur extérieur.

Les observations concernant I’intégration cérébrale sont limitées mais suggérent
un motif d’activation atypique durant une situation douloureuse avec notamment
une diminution de I’activation de la « matrice de la douleur » durant la phase
tardive mettant en jeu des processus plus cognitifs et affectifs de modulation
alors que la phase initiale de détection et de I’encodage nociceptif semble intacte.

Il ne faut cependant pas exclure des altérations qui seraient propres au systéeme
nociceptif, son organisation et son fonctionnement qui sont difficilement
étudiables chez I’humain et pourraient sous-tendre voire provoquer des
modifications plus intégrées par des mécanismes de compensation ou
d’adaptation. Ainsi pour explorer ces aspects, s’affranchir de certains biais dans
I’évaluation de la douleur, réaliser des mesures standardisées et caractériser les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués il apparait intéressant d’avoir
recours a des modéles animaux.
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3. L’apport des modéles animaux

3.2. Les modeéles d’études des TSA chez I’animal
» Pour une revue détaillée®*.

Dans le but d’élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les TSA
humain, de nombreuses études utilisent des modéles animaux?4. D’une maniére générale, la
plupart des modeles est réalisée chez le rongeur (rat, souris) bien que quelques modeles existent
chez la drosophile ou le poisson-zébre, des oiseaux, et méme des primates non humains (Figure
5A)%28, A noter qu’en neuroscience, un modele animal doit réunir un certain nombre de
critéres pour étre valide. Premiérement, avoir une étiologie proche de la pathologie humaine ou
validité de construction. Deuxiémement, avoir une symptomatologie proche de la pathologie
humaine ou isomorphie des symptdémes. Finalement, répondre de la méme maniére aux
traitements efficaces chez I’humain ou validité prédictive?®. Cependant, dans le cadre des TSA,
I’étiologie étant mal connue et en 1’absence de traitement efficace, ces modeles animaux sont
validés uniquement par I’isomorphie des symptomes. Ainsi, I’observation de déficits dans les
comportements sociaux, la présence de comportements stéréotypés, d’altérations sensorielle
ou de comorbidités des TSA (épilepsie, troubles du sommeil) est la maniére la plus répandue
de valider ces modeles expérimentaux?86-288,

Les modeles peuvent étre séparés en plusieurs catégories en fonction de leur étiologie (Figure
5B). On distingue ainsi les modéles génétiques, les modeles « consanguins » et les modéles
induits.

Chez la souris, les plus utilisés sont les modeéles génétiques qui sont basés sur des approches
par knock-out, dans lesquelles le gene d'intérét est inactive, ou par knock-in dans lesquelles une
mutation particuliére est introduite au sein d’un locus d'intérét (Figure 5C). Parmi les modeles
génétiques fréquemment utilisés, on retrouve d’une part des modé¢les génétiques dit non-
syndromiques, dans lesquels divers génes associés avec les TSA humains (Shank3, Shank2,
PTEN, Chd8) ou des modeéles génétiques dits syndromiques pour lesquels des génes dont les
mutations sont responsables d’autres troubles neurodéveloppementaux (Mecp2, Fmrl, Tscl,
Tsc2, Syngapl, Ube3a) ont été mutés ou invalidés?®*?%, Cependant, il est important de
comprendre que « bien que la manipulation d’un seul géne puisse mener a des phénotypes
intéressants, sur le comportement social, chez des espéces €loignées d’un point de vue évolutif,

elle n’apporte pas nécessairement de contribution & la pathologie humaine »°,

C’est pourquoi certains modéles avec des étiologies multifactorielles peuvent apporter des
informations intéressantes. Par exemple, certaines souches murines consanguines comme les
souris BTBR sont utilisées?®® (Figure 5D). Ce modéle repose sur I’utilisation d’une souche de
souris particuliere (BTBR T+Itpr3tf/J) qui était originalement élevée pour des études de la
résistance a I’insuline ou de certaines néphropathies et a été décrite comme présentant des
comportements pouvant étre mis en relation avec les TSA289.2%0,
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complexes trans-synaptigues avec les neuroligines)
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des complexes trans-synaptiques avec les neurexines
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Pren trisphosphate 3-phosphatase roissance celiare
Gabrb3 GABA-A receptor subunit beta-3 Signalisation GABAergique
Fmr1 Fragile X mental retardation protein ~ Régulation transcriptionnelle au sein des neurones
Tsclet?2 Tuberous sclerosis protein 1 and 2 Inhibition de la voie signalisation mTOR
Sy nd I'OITqu ues Mecp2 Methyl-CpG-binding protein 2 Méthylation de 'ADN et remodelage de la chromatine
Syngap1 Synaptic Ras G]_'Pase activating Signalisation intracellulaire des récepteurs glutamatergiques
protein 1a
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tpr } protéines synaptigues et des protéines immunitaires.
E. Modélesinduits Molécule utilisée Effet supposé
Inflammation Acide polyinosinique:polycytidylique (Poly:IC) Activation du systéme immunitaire maternel
materno-foetale Lipopolysaccharide (LPS) Activation du systéme immunitaire maternel
) Altérations  épigénétiqgues par inhibition des histone
VPA Valproate de sodium désacétylases (HDAC)

Figure 5. Les modéles d’étude des TSA chez I’animal.

A. La plupart des modeles sont réalisé chez le rongeur (rat, souris) bien que quelques modeles existent chez la drosophile ou le poisson-zebre. B. Les modeles murins
principaux chez la souris sont les modéles génétiques basés sur des mutations des génes Mecp2 et Fmrl, Shank3 et NIgn3, le modéle idiopathique consanguin BTBR
ainsi que les modeles induits VVPA et PolyIC. C. Les modéles génétiques (en brun) peuvent étre séparés en modele non- syndromiques et syndromiques. Les modéles
génétiques non-syndromiques sont basé sur la reproduction des mutations fréquemment associés avec les TSA chez I'numain dans des genes comme Cntnap2, Nign3,
Nlgn4, Shank2, Shank3, Pten ou Gabrb3 par exemple. Les modéles syndromiques reproduisent d’autres trouble neurodéveloppementaux dont une partie de la
symptomatologie est représentée par un syndrome autistique. Parmi les plus utilisés, Fmrl (syndrome de 1’X fragile), Mecp2 (syndrome de Rett), Tscl et Tsc2
(sclérose tubéreuse), Ube3a (syndrome de Prader-Willi et le syndrome d’ Angelman) et syngapl (déficiences intellectuelles). D. Le modéle consanguin BTBR repose
sur "utilisation d’une souche de souris particuliére dont les comportements peuvent étre mis en relation des certains symptomes TSA de maniere idiopathique. E. Les
modeéles induits reposent principalement sur I’exposition prénatales a des agents pro-inflammatoires (Poly : IC, LPS) ou tératogenes (VPA). Ces modéles ont été
validés en vérifiant I’isomorphie des comportements des animaux avec certains symptdmes TSA. Par exemple, 1’observation de déficits dans les comportements
sociaux, la présence de comportements stéréotypés, d’altérations sensorielle ou de comorbidités des TSA (épilepsie, troubles du sommeil) sont des maniéres répandues
de valider ces modéles. Figure réalisée d’aprés?34286.29021,

43



Finalement, les modeéles induits reposent sur I’utilisation de conditions inductrices de
différents types (Figure 5E). On retrouve I’inoculation d’agents biologiques (virus, bactéries,
protéines recombinantes...) ou de substances chimiques bioactives soit chez 1’animal utilisé
comme modele directement soit chez la mere lors de la gestation. On peut notamment citer ceux
obtenus par exposition in utero a des agents inflammatoires comme les lipopolysaccharides
(LPS) ou I’acide polyinosinique: polycytidylique (Poly 1:C)?%, ainsi qu’a des agents
tératogeénes tels que le valproate de sodium (VPA)?82%,

3.3.  Focus sur le modeéle valproate

Le modele valproate qui a été utilisé dans cette étude est un modéle construit sur I’exposition
prénatale a du valproate.

L’acide valproique ou valproate (VPA) est synthétisé pour la premiére fois par le chimiste
Beverly Burton et est considéré pendant presque un siécle comme pharmacologiquement inerte,
jusqu’a ce que ses propriétés anticonvulsives soient découvertes un siécle plus tard?®*. 11 est
aujourd’hui utilisé pour le traitement de 1’épilepsie principalement mais conduit & certaines
indications pour le traitement des migraines ou des troubles de I’humeur 2%%2%,

Il est intéressant de préciser que 1’exposition prénatale au VPA augmente le risque de TSA
par quatre®®. Cet effet serait lié a 1’action tératogéne du VPA, notamment mais pas seulement,
lors de la période de fermeture du tube neural du feetus.

A la suite de ces observations chez I’humain, des études évaluent ’effet de 1’injection de VPA
chez des rongeurs et démontrent I’induction de comportements pouvant étre mis en relation
avec les TSA?. Parmi les symptomes principaux de TSA, des déficits d’interactions sociales
directes et indirectes, de communications (anomalies de vocalisations), une inflexibilité
cognitive (réponse a la nouveauté) et des mouvements stéréotypés (toilettages, ébrouements,
enfouissements, etc.) ont notamment été décrits?®32%72%®  De plus, certains symptomes
auxiliaires comme un retard développemental, des déficits moteurs, des altérations
sensorielles, des perturbations du sommeil, et une dérégulation du systeme neuro-immunitaire
sont également décrits?93297:29,

Cependant, les mécanismes par lequel le VPA induit ce phénotype est encore peu connu. En
effet, en dépit de sa structure moléculaire plutét simple il posséde une pharmacologie complexe
et est loin d’avoir une cible spécifique. Plusieurs actions sont décrites, notamment la
potentialisation de la transmission GABAergique via une augmentation de sa synthése et une
diminution de sa dégradation d’ou son utilisation pour le traitement de I’épilepsie, mais aussi
une inhibition de la transmission excitatrice NMDA-médiée, le blocage de canaux sodiques
dépendants du voltage ou de canaux calciques, une modulation de la transmission
sérotoninergique et dopaminergique ainsi qu’une inhibition des histones désacétylases
(HDAC) impliquée dans les phénoménes épigénétiques®®. Cette derniére cible est supposée
comme étant responsable de 1’effet tératogéne du VPA, entrainant des comportements
« autistiques » chez les animaux3®,
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Ces modeles animaux de TSA, et notamment le modéle VPA, peuvent étre utilisés dans
certaines études pour étudier la sensibilit¢ somatosensorielle nociceptive au niveau
comportemental mais aussi pour explorer les mécanismes cellulaires et moléculaires
potentiellement altérés

3.4. Nociception et douleur chez des modéles animaux de TSA

Du point de vue des particularités somatosensorielles, des anomalies de la sensibilité tactile ont
déja été mises en évidence dans certains de ces modéles animaux et indiquent des altérations
périphériques et centrales®®,

Ces modeles présentent également un intérét pour I’étude des anomalies nociceptives dans le
cadre de I’autisme.

3.4.1. Observations comportementales

De maniére générale, il semble que les résultats dépendent de la modalité testée (chaud, froid,
mécanique, viscérale) (Table 5). Un consensus semble apparaitre concernant la sensibilité
nociceptive au chaud pour laquelle la majorité des études conclue a une hyposensibilité3°%
312 pour la sensibilité nociceptive thermique au froid, mécanique et viscérale les résultats des
études sont plus variables et dépendent du modele expérimental utilisé. Notons I’intérét de
I’utilisation de mod¢les de douleurs pathologiques qui indiquent une réduction du
développement d’hyperalgésies et d’allodynies lors de la réalisation de modéles de douleurs
aigués et chroniques, qu’elles soient d’origine inflammatoire ou neuropathique (Iésion du
systéme nerveux somatosensoriel)304309:313,

Cependant, réduire les différences a un aspect quantitatif masquerait la possibilité que des
mécanismes différents entrent en jeux pour amener a un fonctionnement des réseaux neuronaux
dont les sorties comportementales pourraient étre les méme dans certaines situations mais
pourraient différer dans d’autres.
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Non-

) ) Nociceptif
N N Nociceptif s . . "
Modéle | Espéce | Sexe - - Autres modalités nociceptives/douloureuses Références
Mécanique Thermique | Thermique
chaud froid
Cntnap2 Souris 3Q ® 'Y ) Augmentation de la réponse douleur aigué induit par la capsaicine ou la formaline 314,315
Syngapl Souris 3 s
Souris 3 (] Diminution Allodynie mécanique induite par des modéles de douleurs inflammatoire et neuropathique 309
Shank2
Souris Q Diminution Douleur spontanée induite par l'injection intrathécale de NMDA. 310
Rat 3 PY 302
Shank3 Souris a ® ® ° Dlmlnuupn de la réponse a une dou_leur aigué induite par la capsaicine et de I'hyperalgésie thermique induite par des modéles de 313
douleurs inflammatoires et neuropathiques.
Souris 39 ® 314
Rat 3 o ) ) 312
Mecp2
Rat Q Y ° ° Diminution de la réponse & une douleur viscérale 316
Mecp2** Souris ? [} [} Diminution allodynie mécanique induite par un modele de douleur neuropathique 17
Souris 3 ® °® Augmentation de la réponse & une douleur viscérale 306
Souris g ° ° Diminution de la douleur inflammatoire aigué a la formaline, de I'allodynie mécanique liée aux douleurs chroniques neuropathiques 318
ainsi que des comportements nociceptifs spontanés et de I'hyperalgésie thermique induite par une injection d’un agoniste mGIuR1/5.
Fmrl Sensibilité viscérale préservée
Souris ) [} [} [} Diminution de la réponse douleur aigué induit par la capsaicine ou la formaline et de I'allodynie mécanique et de I'hyperalgie 304
thermigue au chaud lors de douleur inflammatoire
Souris 39 ° 314
Souris ) [ ) 319
Gabrb3 Souris Q ° Y 319
Souris 39 ® 314
Souris 32 [ ° Augmentation de la réponse a une douleur viscérale 306
BTBR Augmentation de la réponse a une douleur viscérale
Souris 3 (] (] [} Diminution réponse douleur aigué induit par la capsaicine ou la formaline ainsi que de I'allodynie mécanique et de I'hyperalgie 304
thermique au chaud induites par un modeéle de douleur inflammatoire
Rat 3 o ° 297,307,308
VPA
Souris a P PY 303,305,320
PolylC Souris 39 ® 314

Observations en faveur d’une sensibilité préservée (®), d’'une hypo-sensibilité (®) et d’'une hyper-sensibilité (®).

Table 5. Sensibilité nociceptive d’animaux modéles de TSA.

La sensibilité nociceptive thermique est testée par ’observation de comportements nociceptifs (retrait de la patte ou de la queue, léchage, secousse) lors d’exposition a une température fixe (52°C ou 0°C) ou croissante (30-52°C) pour le
chaud et décroissante (25-0°C) pour le froid. Le seuil de sensibilité mécanique est mesuré en appliquant au niveau de la patte arriére de 1’animal une force croissante a ’aide de filaments en nylon de diamétre calibrés (filaments de von
Frey) ou a I’aide de pinces calibrées en observant un éventuel retrait du membre. La sensibilité viscérale peut étre évaluée en observant les comportements consécutifs a une injection intrapéritonéale d’acide acétique (grattages abdominaux,
étirement des pattes postérieures, torsions de la musculature dorso-abdominale) ou par distension colorectale a ’aide d’un ballon et enregistrement électromyographique de la réponse viscéro-motrice. Le modéle de douleur aigué évoquée
par la capsaicine consiste en I’injection intraplantaire d’un agoniste des récepteurs TRPV1, et a ’observation des comportements nociceptifs spontanés. Le modéle de douleur inflammatoire aigué a la formaline repose sur un principe
similaire avec I’injection d’un agent chimique pro-inflammatoire qu’est la formaline. La réponse présente deux phases, la premiére mettant en jeu une activation directe des fibres périphériques et la deuxiéme phase plus tardive mettant en
jeu des phénomenes de sensibilisation centrale au niveau de la moelle épiniére. Le modeéle de douleur chronique de type inflammatoire repose sur I’injection intraplantaire d’un agent pro-inflammatoire comme I’adjuvant complet de Freund
alors que le type neuropathique nécessite une chirurgie préalable pour procéder a une ligature, une compression ou une section de certaines racines nerveuses du nerf sciatique. * Observé chez animaux juvéniles seulement. ** Modeéle
réalisé par duplication du gene mecp2
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3.4.2. Hypothéses et mécanismes

L’utilisation de ces modéles a permis de mettre en lumiére certains des phénomenes cellulaires
et moléculaires mis en jeu.

3.4.2.1. Meécanismes non localisés

Des mécanismes généraux pouvant impacter le systéme nociceptif dans son ensemble comme
I’implication du Systéme nicotinique ou une hyper-activation des récepteurs NMDA du
glutamate sont décrits3063%,

Mais des phénomenes plus localisés au sein de structures impliquées dans I’intégration
nociceptive ont aussi été observes.

3.4.2.2.  Meécanismes périphériques

Au niveau périphérique, des différences dans les seuils d’excitabilité des fibres C ont été
rapportées chez les animaux BTBR et fmrl-/- 3%, En outre, la mutation de la protéine shank3
dans les neurones pourrait modifier 1’expression membranaire des canaux TRPV1 dans les
neurones sensoriels et ainsi diminuer la sensibilité thermique au chaud®3. Concernant
I’hypersensibilité mécanique, elle pourrait étre liée a une augmentation de I’innervation au
niveau de la peau®? ou & une diminution d’expression des canaux potassiques de la famille
HCN (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide—gated channels) qui augmenterait

’excitabilité des fibres mécano-sensibles®4,

3.4.2.3.  Meécanismes centraux

Certaines études suggérent également des altérations au sein du systéme nerveux central. Par
exemple, aprés I’injection périphérique de formaline (agent inflammatoire) dont la réponse est
constituée de plusieurs phase dont une tardive impliquant des phénomeénes de sensibilisation
centrale. Seulement cette phase est diminuée chez les animaux fmrl-/-, cntnap2-/- et
BTBR304’315'318.

Au niveau spinal, la sensibilité des neurones de la corne dorsale de la moelle épiniére a un
agoniste des récepteurs NMDA du glutamate semble étre diminuée, réduisant les
comportements de douleur chez les souris shank2-/-31°. Par ailleurs, une diminution
d’expression des récepteurs du GABA est observée dans la corne dorsale de souris mecp2-/-
814 Ces modifications pourraient perturber ainsi la balance excitation/inhibition au niveau du
réseau nociceptif spinal, entrainant des modifications majeures dans 1’intégration des stimuli
périphériques.

Au niveau cérébral, des etudes décrivent également des atypies de transmission et de plasticité
synaptiques mettant potentiellement en jeu des changements morphologiques et fonctionnels
et des déséquilibres de la balance excitation/inhibition au niveau du cortex somato-sensoriel
ou de ’amygdale®’21:322_ Ces changements pourraient modifier les processus d’intégration et
d’encodage des stimuli nociceptifs et perturber 1’¢laboration de la sensation de douleur.
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CONCLUSION SUR LA NOCICEPTION DANS DES MODELES
ANIMAUX D’ETUDE DES TSA

Les modéles animaux d’études des TSA sont validés par 1’observation
d’isomorphies comportementales avec les symptdmes de pathologie humaine
comme des déficits de sociabilité ou des comportements restreints et répétitifs.
IIs consistent en des mutations ciblées qui chez I’humain augmentent le risque
de TSA, des souches consanguines présentant naturellement des comportements
TSA-like ou [D’exposition prénatale a certains agents inflammatoire ou
tératogénes comme le valproate. L utilisation de ces modeles pour explorer la
problématique de la sensibilité nociceptive et douloureuse dans le cadre des TSA
semble intéressante. En effet, un certain nombre d’animaux démontrent des
altérations comportementales lors de situations nociceptives comme une
hyposensibilité au chaud mais aussi lors de la réalisation de modéles de douleur
avec une réduction du développement d’hyperalgésie ou d’allodynies. Certaines
observations chez ces animaux démontrent des modifications de certains acteurs
cellulaires et moléculaires du systéme nociceptif comme des canaux TRPV1 des
neurones sensoriels ou des récepteurs NMDA de la corne dorsale de la moelle
épiniere. Des effets généraux suggerent des cibles thérapeutiques intéressantes
comme ciblant le systéme nicotinique par exemple.
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CONCLUSION DOULEUR ET AUTISME

Ainsi pour envisager une recherche sur le processus de la douleur dans le cadre
des TSA, il est nécessaire de comprendre que bien que ces individus ne soient
pas forcément en capacité d’intégrer l'expérience de la douleur dans sa totalité,
c’est-a-dire d’évaluer sa nature, sa source ou son intensité, d’en prédire les
consequences ou d'exercer des controles cognitifs, leurs comportements
démontrent des réponses sensorielles affectives et cognitives spécifiques de leur
condition. Le traitement de I’information nociceptive et la sensation de douleur
qui peut en découler présentent des particularités chez les sujets autistes. Sachant
qu’ils sont plus souvent confrontés a des situations douloureuses que la
population générale, ces particularités sont pleinement a prendre en compte pour
améliorer leur qualité de vie. La diversité des observations et de leurs
conclusions est vraisemblablement liée a la sévérité de I’autisme, aux capacités
intellectuelles et au profil sensoriel tres variable de chaque individu.

Ainsi, des tests standardisés et plus adaptés aux particularités cognitives et
sensorielles des patients TSA et a I’hétérogénéité de cette pathologie pourraient
permettre d’éclaircir la nature de ces altérations. Bien qu’il soit actuellement
difficile d’établir des corrélations entre I’Humain et les modeles animaux, ces
derniers apparaissent pertinents. En effet, ils permettraient de préciser les
modalités nociceptives altérées, de comprendre les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués et de tester des molécules susceptibles de corriger ces
altérations sensorielles.
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE

Il ne fait aucun doute que les spécificités sensorielles des individus atteints de TSA peuvent
aussi concerner la modalité nociceptive et la sensation de douleur qui y est liée.

Les individus autistes sont plus enclins a expérimenter des situations sources de nociception et
potentiellement douleur du fait de certaines comorbidités. Cependant, du fait de certains
symptomes inhérents aux TSA (troubles de la communication, de I’interaction sociale,
déficiences intellectuelles...), ces douleurs sont freguemment mal diagnostiquées et mal
traitées.

L’objectif de cette étude est d’essayer de comprendre les altérations somatosensorielles dans le
cadre des TSA et plus précisément celles concernant le systeme nociceptif et la sensation de
douleur qui y est liee.

Pour répondre a cette problématique, nous avons décidé d’utiliser un mod¢le animal de TSA
afin de pouvoir réaliser des mesures standardisées dans environnement contrélé de la sensibilité
nociceptive et de la douleur souvent associée ainsi que pour pouvoir étudier les mécanismes
moléculaire et cellulaires qui pourraient sous-tendre certaines altérations. Le modeéle que nous
avons choisi est basé sur I’exposition prénatale au VPA d’une souche de souris génétiquement
variable, la souris CD1. Ceci dans le but de nous rapprocher de la situation clinique ou les TSA
chez ’humain n'ont que rarement de cause monogénique et s’expriment de manicre variable
sur un spectre chez des individus génétiqguement différents. Nous avons aussi souhaité ajouter
a cette étude la question des différences sexuelles inhérentes a la plupart des questions
biologiques et notamment a 1’étude des TSA et de la nociception/douleur pour lesquelles un
certain nombre de différences sont déja décrites.

Ainsi, dans un premier temps, nous avons genéré ces animaux modéles, évalué I’isomorphie
des symptdmes avec les TSA et réalisé des tests comportements évaluant la sensibilité
somatosensorielle et plus particulierement la modalité nociceptive.

Dans un second temps, nous avons exploré au niveau cellulaire le fonctionnement de certains
des acteurs du systéeme nociceptif que sont les neurones sensoriels des ganglions rachidiens
ainsi que les neurones du réseau de la CDME.
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METHODES



Les expériences ont été autorisées par le comité local d’éthique de |’Université de Strasbourg

et le ministére francgais de [’enseignement supérieur de la recherche et de ['innovation
(autorisation n°® 23670-2020010611519791) en accord avec la régulation européenne pour les
bonnes pratiques en expérimentation animale.
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. ANIMAUX

1. Génération du modele VPA

Des couples de souris SWISS males et femelles pubéres sont regroupés sur une nuit pour
accouplement. Le matin, la fécondation est constatée par observation d’un bouchon vaginal et
le couple séparé (EO). Nous avons commandé les animaux a E6 aupres de ’éleveur (Janviers
Lab, Saint-Brevin, France). Douze jours et demi aprés fécondation (E12,5), les femelles
gestantes sont injectées avec une solution de valproate de sodium (i.p. VPA 600mg/kg) ou une
solution saline (i.p. NaCl 0.9%). L’injection de VPA entraine une sédation ainsi qu’une
hypothermie transitoire, c’est pourquoi les animaux sont ensuite placés sous une lampe
chauffante pendant 4 a 5h. Les femelles gestantes ne sont ensuite pas dérangées jusqu’a la mise-
bas. Les souriceaux issus de ces portées sont les animaux sur lesquels cette étude est réalisée.
Les animaux maéles et les femelles issus de ces naissances a I’animalerie sont séparés juste avant
I’age de 4 semaines et regroupés par groupes de 2 a 5.

2. Stabulation

Les animaux sont stabulés au sein de I’animalerie du Chronobiotron (UMR3415) dans une pi¢ce
a température contrélée (22-25°C) sous un cycle lumiere-obscurité de 12h avec acces a de la
nourriture et de I’eau ad libitum. De la frisure et du coton sont ajoutés pour leur permettre la
réalisation d’un nid et des batons de bois pour leur permettre de ronger.

1. COMPORTEMENT

Les expeériences de comportement sont effectuées sur les animaux males et femelles lors de la
période lumineuse et a un age précis (Figure 6). L age des souris lors des tests est indiqué par
le terme Px, ou « X » représente 1’age post natal en jours ou par Sx oU « X » représente 1’age
post natal en semaines.

1. Développement

1.1. Tests sensori-moteurs

Pour le test du retournement (righthing reflex), les souriceaux sont placés sur le dos et le temps
pour se remettre sur les quatre pattes est mesuré a 1’aide d’un chronometre. Pour le test de la
géotaxie negative, les souriceaux sont placés sur une pente (45°) téte dirigee vers le bas et le
temps nécessaire pour se retourner de 180° (téte dirigée vers le haut de la pente) est mesuré a
I’aide d’un chronometre. Lors de ces tests, la séparation entre les souriceaux et la mere est
réduite au minimum (<Imin) pour éviter I’établissement d’un stress de séparation maternelle.
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1.2. Préférence pour ’odeur maternelle

Le test a été réalisé comme décrit précédemment avec quelques modifications®3. Deux boites
remplies de sciure (12 x 8 x 6¢cm) sont placées sous une grille (30x30cm), séparées d’une zone
intermédiaire (2.5cm). Une des boites contient de la sciure fraiche et neutre, I’autre contient de
la sciure provenant de la cage maternelle non changée depuis la mise-bas. Le souriceau est placé
dans la zone intermédiaire et peut explorer 1’enceinte durant une minute. Le temps total passé
avec la téte au-dessus de la boite de sciure maternelle a la suite de cinq essais est mesuré a I’aide
d’un chronomeétre.

1.3.  Ouverture des yeux

De P11 a P15, les souriceaux sont observés tous les jours a midi et un index est défini en
fonction de I’ouverture des yeux (+ 0.5 ceil & demi ouvert, +1 ceil complétement ouvert).
L’addition pour chaque ceil permet d’obtenir I’index d’ouverture des yeux de chaque jour.

1.4.  Suivi du poids

Les animaux sont pesés chaque début de semaine pour évaluer leur croissance pondérale.

2. Test symptomatologie TSA-like

2.1. Test de préférence sociale ou test des trois chambres

Le test est réalisé comme originalement décrit®?*. Le dispositif consiste en une enceinte (60 x
40 x 22cm) séparées en 3 chambres de tailles égales par des parois opaques contenant une
ouverture (8x5cm) pouvant étre obstruée a 1’aide d’une porte. Le protocole de test comporte
une premiere phase d’habitation (Smin) durant laquelle 1’animal est placé dans la chambre
centrale, portes latérales fermées. Puis, une seconde phase d’exploration (10min) durant
laquelle I’animal peut explorer librement les trois chambres. Cette deuxieme phase a été filmée
et les comportements de toilettage ont été quantifiés a postériori durant le visionnage des vidéos.
Finalement, une troisieme phase de sociabilité (10min) durant laguelle un congénére inconnu
d’age proche (+/-1 semaine) et de méme sexe est placé dans une cage cylindrique a laquelle il
a préalablement été habitué dans I'une des chambres latérales. Une cage contenant un objet
neutre en plastique est placée dans une cage identique dans la chambre opposée. Durant toute
la procédure, les localisations spatiales de la téte et du corps de I’animal ont été relevées grace
au logiciel ANYMAZE (Stoelting, Irlande). Le temps pendant lequel la téte de 1’animal est en
contact proche (< 3cm) avec la cage « congénere » ou « objet » lors de la phase de sociabilité
est quantifié. L’index de sociabilité est calculé comme décrit précédemment®® :

Tanimal - Tobjet

Index de Sociabilité =
Tanimal + Tobjet

AVEC Tgnima l€ temps passeé en contact proche avec la cage du congenere et T, ., avec la cage
contenant 1’objet.
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Figure 6. Chronologie de I’étude comportementale.
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2.2. Interaction sociale directe

Les animaux sont placés dans une enceinte d’open field avec un congénére inconnu d’age
proche (+/-1 semaine) de méme sexe qui a préalablement été habitué a I’enceinte. 1ls sont filmés
pendant 5 minutes. Le nombre de poursuites initiées par ’animal « test » est déterminé a
posteriori sur les enregistrements vidéo.

2.3. Test de nourriture enfouie

Ce test évalue 1’olfaction et certaines capacités cognitives et a été réalisé comme décrit
précédemment avec certaines modifications®>>3?, Les animaux sont laissés & jeun 12h avant le
test. Durant le test, les animaux sont isolés dans une cage (22 x 16 x 14 cm) contenant de la
sciure (3cm) et une croquette avec une odeur spécifique (Bacon Rodent BLT’s, Bio-Serv) a
laquelle les animaux ont été préalablement habitués est enfouie sous 1cm de sciure fraiche. Les
latences pour trouver la croquette et pour la manger sont déterminées a 1’aide d’un chronométre.

2.4. Test de toilettage induit par le sucrose

Les animaux sont isolés dans une cage (22 x 16 x 14 cm) contenant de la sciure et sont aspergeés
ec une solution de sucrose (10%, Saccharose 10 g/100 mL), ce qui provoque généralement un
comportement de toilettage®?’. Le nombre de toilettages est mesuré et leur durée est quantifiée
a I’aide d’un chronométre durant Smin.

3. Tests somato-sensoriels

3.1. Test des filaments de VonFrey

Ce test évalue la sensibilité mécanique statique. Il repose sur I’application sous la voute
plantaire de ’animal (territoire du nerf tibial) de différents filaments en nylon de tailles
calibrées (Bioseb, France), représentant ainsi différentes forces et sur I’observation d’un retrait
de la patte par ’animal. Concreétement, les animaux sont habitués a la grille ainsi qu’aux cages
en plexiglass (7 x 9 x 7 cm) au moins 20min avant le test. Les filaments sont appliqués
successivement en suivant la méthode up-down : si ’animal ne répond pas a un filament, celui
représentant une force supérieure est ensuite appliqué alors qu’au contraire si I’animal répond,
c’est le filament de force inférieure®?33%, Cette méthode permet I’approximation arithmétique
du seuil mecanique nécessaire pour avoir un retrait de la patte dans 50% des cas et est decrit
comme le seuil mécanique (threshold) dans cette étude. Le test est réalisé en utilisant le
protocole ainsi que le logiciel d’analyse semi-automatique Up-Down Reader 3%, La moyenne
des valeurs obtenues pour les deux pattes postérieures a ete calculée pour obtenir le seuil de
sensibilité mécanique global de chaque animal.
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3.2. Test du coton-tige effilé

Ce test évalue la sensibilitt mécanique dynamique et est effectué comme décrit
précédemment®®, & la suite du test des filaments de VonFrey. Schématiquement, un coton-tige
dont la partie cotonneuse a éte effilée est délicatement appliqué le long de la voute plantaire, du
talon aux griffes. Le nombre de retraits de la patte sur dix applications est observé, moyenné
entre les deux pattes et exprimé sous forme de probabilité de retrait (withdrawal probability).

3.3. Preéférence thermique

Ce test évalue la température non-nociceptive de confort de 1’animal et est réalis¢é comme
originalement décrit®*2. L appareil consiste en un couloir circulaire dont la température du sol
varie de 15 a 45°C a ses extrémités selon un gradient progressif. Précédemment au jour du test,
les animaux sont habitués en groupe a 1’enceinte avec sol a température ambiante (22-25°C)
pendant 30 minutes. Durant le test, la position de ’animal est relevée en utilisant le logiciel
ANYMAZE (Stoelting, Irlande) et le temps passé dans chacune des 12 zones de différentes
températures durant une heure est quantifié. La température de préférence (PT) est la moyenne
pondérée par le temps passé x; dans chaque zone d’une température donnée T :

xr T
pr = 2xrT
X xr

3.4. Test du Plantar au froid

Ce test évalue la sensibilité au froid et est réalisé comme décrit précédemment33® mais en
réduisant I’habituation a 30min. Les animaux sont placés dans des boites de tests en plexiglass
(7 x 9 x 7 cm) sur une surface en verre borosilicaté de 8mm d’épaisseur. Une seringue modifiée
(2,5ml, Terumo) est remplie de carboglace pilée de maniere a former un bloc compact pouvant
étre appliqué sous le verre a I’endroit ou se situe la patte de I’animal. La latence de retrait de la
patte est déterminée en moyennant les latences mesurées lors de 3 applications successives sur
chaque patte postérieure. Il est important de noter que certains animaux ne s’habituent pas aux
boites de test et au sol en verre méme apres une durée importante (2h) et des habituations
séquentielles les jours précédant le test. Ces animaux ont été exclus du test et des analyses.

3.5. Plague chaude
Ce test évalue la sensibilité nociceptive au chaud et deux types de protocoles ont été utiliseés.

Le premier est un protocole de plaque chaude traditionnel. Les animaux sont placés sur une
surface chauffée a 52°C (Bioseb, France) et retirés des 1’observation de la premiére réponse
nociceptive (retrait, Iéchage ou secouement d’une patte, saut). Un point limite (20s) est défini
pour éviter des dommages tissulaires pour I’animal. La moyenne des trois latences de réponse
consécutives est calculee.

Le second protocole repose sur une incrémentation progressive de la température. Les animaux
sont placés sur une plaque a 30°C et laissés pour habituation (1min) a I’enceinte. La température
est ensuite augmentée jusqu’a 52°C a une vitesse de 10°C/min et les animaux filmés. La
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température correspondant a la premiére réponse nociceptive (retrait, Iléchage ou secouement
d’une patte, saut) est prise comme une indication de I’atteinte du seuil nociceptif thermique au
chaud.

3.6. Test d’immersion de la queue

Les animaux sont habitués durant la semaine précédant le test a la contention dans un tube
(50mL, Falcon) modifié pour avoir 3 petites ouvertures a son apex. Le jour du test les animaux
sont introduit dans le tube de contention et la queue plongée aux 2/3 dans 1’cau stagnante d’un
bain marie a 50°C. La latence du retrait de la queue est mesurée a 1’aide d’un chronométre.
Trois mesures sont réalisées sur 3 jours consécutifs afin d’éviter I’introduction d’une erreur de
mesure de la latence de retrait due a une augmentation de la température de la queue dans le cas
de tests rapprochés dans le temps.

3.7. Modeles de douleur aigue
3.7.1. Test de douleur induite par la capsaicine

Les animaux regoivent une injection dans la voiite plantaire d’une patte postérieure d’une
solution capsaicine (s.c. 1ug/10pL), un agoniste des canaux TRPV1 impliqués dans la détection
du chaud nociceptif. Ils sont ensuite directement placés dans un bécher transparent et filmés
pendant 5 minutes. Le temps passé a lécher la patte injectée est quantifié a posteriori sur les
enregistrements vidéo et considéré comme un signe indirect de nociception/douleur pour
I’animal. Il est important de noter que la solution stock de capsaicine est conservée dans du
diméthylsulfoxide a 4°C, ainsi une injection de ce solvant dilué dans une solution saline a été
réalisée comme contrdle chez ces mémes animaux, sans observation de réponse.

3.7.2. Test de douleur induite par la formaline

Les animaux sont injectés avec une solution de formaline (s.c. 2%) dans la patte (face plantaire)
puis mis dans une cage transparente sans sciure et filmés pendant 45 minutes. Le temps passé
a se lécher la patte injectée est quantifiée a posteriori et est considéré comme un indice de
douleur pour I’animal. Il est important de remarquer que la réponse & une injection de formaline
comporte plusieurs phases. Une premiere phase précoce (early, 0-5min) dite nociceptive
reflétant 1’activation directe des fibres sensorielles périphériques, une seconde phase tardive
(late, 10-45min) dite centrale qui refléte la mise en place d’un phénoméne de sensibilisation
centrale®3. Ces 2 phases sont séparées d’une phase dite intermédiaire (intermediate, 5-10min)
qui peut étre modulée par les controles internes de la nociception (contréles inhibiteurs ou
facilitateurs)>*.

4. Analyse vidéo

Tous les tests comportementaux filmés ont été analysés hors-ligne, a I’aveugle, en utilisant le
logiciel BORIS (Université de Turin, Italie).
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I1l. Ex-Vivo PATCH CLAMP

1. Laminectomie et prélevement de la moelle épiniere

Premierement, la procédure est réalisée avec une solution cérebro-spinale artificielle enrichie
en saccharose (SACSF) afin de maintenir I’apport nutritionnel et les équilibres ioniques des
tissus tout au long de la procédure. Cette solution est composée de (en mM) : 248 Sucrose ; 26
NaHCO ; 11 Glucose ; 2 KCI ; 2 CaCl2 ; 1.3 MgSO4 ; 1.25 KH2PO4 et 2.5 d’acide kyurénique.
Le SACSF est refroidi (~4°C) et bullé avec du Carbogéne (95% 02, 5% CO2) permettant ainsi
I’oxygénation des tissus le maintien du pH aux environs de 7,3. Il est important de noter que
dans le SACSF, le NaCl normalement présent dans le liquide cérébro-spinal est remplacé par
du saccharose afin de limiter la genése de potentiels d’action et ainsi de réduire ainsi la
libération synaptique de glutamate. De plus, la solution contient de I’acide kyurénique (2,5mM,
Sigma), un antagoniste des récepteurs canaux du glutamate. Ces deux parameétres vont
permettre de réduire les phénomenes d'excitotoxicité.

Concrétement, les animaux sont injectés avec de 1’uréthane (i .p. 1,99/kg) qui induit anesthésie
stable et profonde, Vérifiée par I'absence de réflexes nociceptifs et occulo-palpébraux. Une
thoracotomie est réalisée afin d'exposer le cceur encore battant. L'oreillette droite est sectionnée
et une perfusion de SACSF dans le ventricule gauche est réalisée avec une aiguille (26-gauge)
afin d’exsanguiner I’animal. La perfusion est maintenue tout au long de la procédure. Ensuite,
une laminectomie est réalisée. Schématiquement, aprés que la peau eu été incisée, la colonne
vertébrale est sectionnée transversalement au niveau sacré. A 1’aide de micro-ciseaux, les
pédicules vertébraux sont coupés de chaque co6té en remontant jusqu’au niveau cervical afin
d’exposer la ME. Tout au long de ce procédé, la moelle est régulierement aspergée avec du
SACSF.

2. Realisation des tranches de moelle épiniére

Apres la laminectomie, la ME est prélevée et plongée dans une solution de SACSF. Puis, les
méninges sont retirées pour favoriser I’oxygénation du tissu lors de la réalisation des tranches
et seul le renflement lombaire est gardé. La ME est inclue dans une gouttiére taillée dans un
bloc d'agarose polymérisé (5%) afin de la maintenir en place lors de la réalisation de tranches
transversales. L'ensemble est collé sur la platine du vibratome (Leica VT1200S), et rapidement
placé dans la chambre de coupe remplie de SACSF froid. Des tranches transversales de 400pum
sont réalisées avec une vitesse de coupe de 0.1mm/s et une amplitude de vibration de 2.5mm.
Les tranches sont ensuite laissées pour récupération (1-2h) a température ambiante dans une
cuve remplie de solution cérébro-spinale artificielle (ACSF, composition en mM : NaCl 126 ;
2,5 KCI; 2 CaCl2 ; 2 MgCI2; 26 NaHCO3; 1,25 CaH2PO4 ; 10 Glucose) bullée avec du
Carbogene.
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3. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental consiste schématiquement en un microscope droit (Eclipse FN1,
Nikon) assist¢é d’une caméra infrarouge (ccdIR XC-FI50, Sony) avec une chambre
d’enregistrement, un préamplificateur (CV201A, Axon Instruments) monté sur un
micromanipulateur (SM7 Luigs & Newman) le tout placé sur une table de Gibraltar (Technical
Manufacturing Corporation, USA) ainsi qu’un amplificateur (Axopatch 200A, Axon
Instruments), une interface de conversion analogique-digital (Digidata 1322A) et un ordinateur
(Figure 8A).

Une tranche est disposée dans la chambre d'enregistrement monteée sur la platine du microscope.
Elle est maintenue immobile par une « harpe » de platine. La chambre est en permanence
perfusée avec de I’ ACSF bull¢ a 1'aide d'une pompe péristaltique (Ismatec, débit ~0.85mL/min).
L'ensemble des expériences est réalisé a température ambiante (20-25°C). L'électrode de
référence, un fil d'argent chloruré, est placée dans le liquide de la chambre d'enregistrement.

Tous les enregistrements ont été réalisés dans la lamina I, facilement reconnaissable en lumiére
transmise car elle est la seule zone translucide a cause de la faible proportion de fibres
my¢linisées. La micropipette est placée au niveau de la lamina II a 1’aide de 1’objectif faible
grossissement (Nikon 4x0,1) alors que la visualisation des neurones est réalisée avec 1’objectif
gros grossissement & immersion (Nikon 40x0,8).

4. Enregistrements

Nous avons enregistré les courants post synaptiques excitateurs (EPSC) et inhibiteur (IPSC) en
utilisant technique patch clamp en configuration « cellule entiére » (Figure 8B).

Les pipettes d'enregistrement sont réalisées a partir de capillaires de verre borosilicaté étirés
avec une étireuse horizontale a filament (P1000, Sutter Instruments). Les résistances électriques
des pipettes mesurées dans 1’ ACSF sont de 3-7 MQ et sont remplies avec le milieu suivant (en
mM) : CH3CsS0O3 90, MgClI2 2, NaCl 2, ATP-Mg 2, GTP-Na 0.5, HEPES 10, EGTA 1. Le pH
et ’osmolarité ont été€ ajustés respectivement a 7,3 avec du CsOH et 300 mOsm avec du sucrose.
Ce milieu fixe le potentiel d'inversion des ions chlorure théorique dans nos conditions a une
valeur de -78mV. Ainsi en imposant un potentiel de membrane de -70mV, on observe les
EPSCs sous forme de courants entrants, alors qu'avec un potentiel de membrane de 0 mV on
observe des IPSCs sous forme de courants sortants. La micropipette est montée sur le porte-
électrode du préamplificateur et le contact électrique est assuré par un fil d'argent chloruré. Le
déplacement et le positionnement de la pointe de 1’électrode sont contrélés a l'aide du
micromanipulateur permettant de diriger précisément 1’électrode d’enregistrement. La pipette
d'enregistrement placée au-dessus d'une zone cible est descendue dans le bain avec une pression
positive appliquée a l'intérieur de la pipette pour d'éviter son obturation et pour « nettoyer » la
zone autour du neurone des debris éventuel (grace au flux sortant de milieu intra-pipette).
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Figure 8. Dispositif expérimental et protocole d’électrophysiologie patch clamp.

Dispositif expérimental (A). Les enregistrements sont effectués en configuration cellule entiére, mode voltage imposé. Dés 1’ouverture de la cellule, le voltage
est fixé a -70mV et les EPSCs enregistrés durant 5min. Le potentiel est ensuite fixé a 0OmV, puis, apres une période de 3min pour laisser le temps a la cellule de
se stabiliser aprés le changement de potentiel, les IPSCs sont enregistrés durant 5min. Finalement, une solution de capsaicine (5puM, 90s) est appliquée soit en

restant 8 OmV soit en retournant a -70mV, de maniére randomisée (B).
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L’application d’un créneau de dépolarisation de SmV appelé « seal test » permet de calculer le
courant I = AV/R qui en résulte et de mesurer la résistance de la pipette. L'extrémité de la
micropipette est approchée de la surface d’un neurone d'intérét a 1'aide du micromanipulateur
sous controle visuel. La proximité de la membrane entraine une augmentation de la résistance
mesurée, la pression est alors relachée et I'application d'une Iégére succion ainsi qu’un potentiel
négatif (-70mV) permet d'obtenir une jonction de haute résistance (>1GQ), le « giga seal », et
la configuration dite cellule attachée. Les courants capacitifs de la pipette sont alors compenseés
a l'aide d'un dispositif interne a I'amplificateur. Pour passer en configuration cellule entiére, le
morceau de membrane dans la pipette est rompu par I’intermédiaire une bréve succion. Les
valeurs de résistance d'accés (Ra) de capacité membranaire (Cm) ainsi que du courant de fuite
sont notées. La résistance sériée et la capacité du neurone sont ensuite compensées
manuellement a I’aide de I’amplificateur. Les enregistrements réalisés sont filtrés a 5 kHZ grace
a un filtre passe-bas intégré a I’amplificateur et digitalisés a 10 kHz (16bits) et stockés sur le
disque dur de I'ordinateur. Les cellules dont la Ra était trop élevée (>40MQ) et avec un courant
de fuite trop important (>100pA) ont été exclues pour limiter 1’influence d’enregistrements de
mauvaise qualité sur les parameétres étudiés.

L'étude de la transmission synaptique spontanée est réalisée en présence d’ ACSF alors que pour
la transmission synaptique miniature, I’ajout de tétrodotoxine (TTX, 1 uM) permet de bloquer
les canaux sodium voltage-dépendants ce qui empéche la genése de potentiels d'action. Dans
ces conditions la probabilit¢ de synchronisation de plusieurs sites de libération de
neurotransmetteurs est trés faible. Les courants post synaptiques miniatures sont donc
majoritairement dues a la libération d'une vésicule de neurotransmetteur au niveau d’un seul
site synaptique. Ainsi I'étude des courants synaptiques miniatures apporte des informations
importantes sur les mécanismes de libération unitaire des vésicules en absence d’activité
électrique potentiel d’action-dépendante au sein du réseau.

Les résultats concernant la transmission synaptique miniature sont cependant préliminaires
car tous les enregistrements ont été utilisés dans les analyses pour avoir un effectif suffisant,
sans contr6ler leur qualité (Ra et courant de fuite).

5. Analyse des courants post-synaptiques

Les événements synaptiques sont détectés par une méthode de seuil avec le logiciel
Electrophysiology Data Recorder (WIinEDR). Pour cela nous avons une méthode de ligne de
base mobile cherchant des variations d'amplitude supérieures a un seuil donné pour un temps
donné (-2pA/1,25ms pour les EPSCs et 3pA/1,75ms pour les IPSCs). Les événements détectés
par le logiciel sont ensuite inspectes visuellement et seuls ceux possédant les caractéristiques
d'un courant synaptique (temps d'activation rapide et une décroissance exponentielle). L'analyse
individuelle des évenements a éte réalisée avec le logiciel Wind WCP en utilisant le mode
« waveform measurement ».
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1VV. IMAGERIE DU CALCIUM INTRACELLULAIRE

1. Culture de ganglions rachidiens fraichement dissociés

Les ganglions rachidiens (DRG) lombaires ont été prélevés et mis dans une solution saline
équilibrée de Earle froide (EBSS ; 0 Ca%*, 0 Mg?*, Gibco). Aprés élimination au scalpel des
racines, les DRG sont mis dans un milieu Trypsine 0,25% - EDTA (Gibco) durant 20-25min a
37°C pour digestion enzymatique. La digestion enzymatique est ensuite stoppée par
remplacement du milieu trypsine par le milieu de culture (DMEM- HEPES, 10% sérum de
cheval et 2% d’une solution de pénicilline (3ug/mL) et Streptomycine (5mg/mL)),
prealablement chauffé & 37°C. Les DRG subissent une étape de dissociation mécanique dans
le milieu de culture par aller-retours successifs dans un céne de pipette P1000. La suspension
de cellule résultante est ensuite centrifugée (15min, 1000rpm). Aprés remise en suspension du
culot, un volume de 30 a 50uL contenant les cellules de DRG est déposé sur la boite de
culture/imagerie. Cette boite consiste en une petite boite de petri (& 35mm, Mat Tek USA) avec
un fond en verre (@ 9mm) préalablement traitée avec de la Poly-D-Lysine dans un tampon
borate (acide borique 0,1mM, pH ajusté a 8,4 avec du NaOH) durant 2h a 37°C. Les cellules
sont laissées pour adhérer durant 20-30min, puis, apres ajout de milieu de culture, les boites
sont mises dans I’incubateur (37°C, 95% O, 5% CO> et hygrométrie contrdlée) et I’expérience
d’imagerie est réalisée le lendemain.

2. La sonde calcique Fura-2

Les variations de concentration intracellulaire en calcium libre [Ca2*]i sont déterminées a I’aide
d’une sonde fluorescente ratiométrique, le Fura-2. La sonde pénétre dans les cellules de maniére
passive sous une forme acétoxy-méthyl estérifiée liposoluble (Fura2-AM, Invitrogen, stock
1mM a -20°C dans DMSOQ), elle est piegée dans le cytosol apres modifications enzymatiques
par les estérases intracellulaires. La longueur d’onde d’émission de cette sonde fluorescente est
située entre 510-530nm et elle est excitée alternativement a 350nm et 380nm, et I’émission de
fluorescence est mesurée a 510 nm. En effet, lorsque le [Ca?*]i augmente dans la cellule, la
fluorescence lors de I’excitation a 350nm (Fss0) augmente alors qu’elle diminue lors de
I’excitation a 380nm (F3go). Ainsi le ratio AF = Faso/Fzs0, d’oul le nom de sonde ratiométrique,
refléte indirectement la concentration en [Ca*]; indépendamment de la concentration de Fura-
2 dans le cytosol.

Concretement, aprés rincage du milieu de culture avec un milieu HEPES utilisé tout au long
des enregistrements (en mM ; NaCl 135 ; KCI 5; CaCl2 2,5 ; MgCI2 1 ; HEPES 5 ; Glucose
5; pH =7,3), les cellules sont incubées durant 1h a I’obscurité et a température ambiante dans
une solution HEPES, auquel on a ajouté 4uM Fura-2-AM et 4uM d’acide pluronique (stocké a
200g/L dans du DMSO) qui est un détergent qui facilite la pénétration du Fura2-AM dans les
cellules en déstabilisant les membranes. Les cellules sont ensuite rincées 2-3 fois puis placées
sous le microscope dans le milieu HEPES avec température contrélée a 37°C.
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3. Dispositif expérimental

3.1. Le poste d’imagerie

Le poste d'imagerie (Figure 9A) consiste en un microscope inversé a épifluorescence (Axiovert
35, Zeiss) équipé d'un objectif (x40) & immersion a huile. La lumiére d’excitation est fournie
par une ampoule au mercure (SVX1530, Muller Elektronic Optik) avec des filtres interférentiels
placés sur le trajet optique dans une roue porte-filtre & 10 positions (Sutter instruments, USA).
Les changements de filtre pour une excitation séquentielle & 350mn et 380nm sont opérés a une
fréquence de 1Hz par la roue, commandée par I'ordinateur et le logiciel Imaging Workbench
4.0 (Axon Instruments). Les photons de fluorescence sont détectés par une camera numérique
(CoolSnap HQ, Roper Scientific). L'acquisition et I'analyse des images sont effectuées avec le
logiciel Imaging Workbench 4.0.

3.2. Le systéme d’application de substances

Dans la boite contenant les cellules, le milieu extracellulaire est renouvelé en permanence par
un systeme de perfusion/aspiration, créant ainsi un flux continu. Localement, le champ
enregistré est soumis a une perfusion locale grace a un dispositif a 13 voies convergentes vers
une canule unique de sortie placée a l'aide d'un micromanipulateur mécanique a environ 100
micrometres des cellules enregistrées. Chaque voie est reliée a un réservoir de solution dont la
libération est contr6lée par une valve manuelle et I'écoulement des solutions se fait par gravité.
Le protocole utilisé est détaillé en Figure 9B.

4. Acquisition

L'acquisition consiste en une série d’images lors de I’excitation alternative a 350nm et a 380nm
et du calcul du ratio AF pour chaque pixel. Des régions d'intérét (ROI) sont sélectionnées
manuellement et ajustées au contour de la cellule selon une image prise sur fond clair ce qui
permet aussi d’apprécier la taille de la cellule étant donnée une résolution spatiale mesurée
expérimentalement a 1,85 pixels/um. Le logiciel enregistre I'évolution au cours du temps de la
moyenne spatiale de Fsso et Fzgo et le AF pour chaque ROI. Chaque champ enregistré est
réanalysé a posteriori apres soustraction du bruit de fond et ajustement des ROIs pour éviter la
contamination de la fluorescence de chaque cellule par une cellule voisine. Ces données sont
ensuite exportées pour analyse.

5. Analyse

Les valeurs de AF au cours du temps ainsi que la surface des cellules enregistrées sont reportées
dans un tableur et analysées a posteriori utilisant un script Python. Les parameétres étudiés sont
la taille de la cellule, sa fluorescence de base (Baseline, BL), I’amplitude du pic de la réponse
au potassium et a la capsaicine ainsi que la cinétique de retour de pic pourcentage 100s post-
application.
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Figure 9. Dispositif expérimental d’imagerie du calcium libre intracellulaire.

Dispositif expérimentale (A). Le protocole consiste en une premiere application de milieu HEPES plus concentré en potassium (KCI 50mM, 5s), ce qui entraine
une dépolarisation de cellules, et dans les neurones seulement une augmentation de calcium. Ensuite, deux applications successives de capsaicine (Caps, 1uM,
10s) sont réalisées ainsi qu’une derniére application de potassium pour vérifier I’intégrité des cellules enregistrées. Toutes ces applications sont espacées de 100
secondes. Ci-dessus est présenté des traces du AF au cours du temps pour deux régions d’intérét ainsi que les images représentatives. Ces régions d’intérét
représentent deux cellules, une ne répondant pas a la capsaicine (#1) donc qui n’exprime probablement pas le récepteurs TRPV1 et une autre cellule répondante

(#2) (B).
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V. SPECTROMETRIE DE MASSE

Cette partie a été réalisée en collaboration et ne sera que tres peu détaillée dans ce manuscrit.

1. Préparation des échantillons

La partie dorsale des tranches de moelle épiniere (400um) issues des experiences
d’¢lectrophysiologie est isolée a 1’aide d’un scalpel sous control visuel au microscope. Le tissu
est immediatement placé dans un tube et est stocké a -80°C jusqu’a constitution de la banque
complete des échantillons.

L’ensemble des échantillons sont homogénéisés (Bio-Gen PRO200 Homogenizer,
ProScientific) dans 200uL d’acide ascorbique (0.1mM), soniqués (2 x 5s a 100W) puis
centrifugés (20 000g, 30min & 4°C). Les surnageants sont récupéres et la concentration totale
en protéines est déterminée (Protein Assay kit, Bio-Rad). Concrétement, 10uL de surnageant
est mélangé avec 30uL d’un tampon borate et 10uL de standards internes contenant (en pmoles)
90 D5-glutamate, 25 D6-GABA, 40 D5-glycine, 20 C6-noradrenaline et D4-serotonine.
Ensuite, 10uL d’AccQtag réactif est ajouté et laissé pour incubation (10min a 55°C) sur un
agitateur. Quatre volumes d’acétonitrile (100%) sont ajoutés et mélangés (10s), puis les tubes
sont centrifugés (20 000g, 5min a 20°C) et les surnageant sont analysés par chromatographie a
phase liquide couplée a de la spectrométrie de masse (LC-MS/MS).

2. Chromatographie a phase liquide couplé a la
spectrometrie de masse

L’analyse des surnageants a été réalisée comme décrit précédemment®®, Le dispositif consiste
en un systéme de chromatographie a phase liquide haute performance (HPLC, Dionex Ultimate
3000, Thermo Electron) couplé a un spectrometre de masse en tandem Endura doté d’une
source électro-spray et d’un triple quadripdle controlé par le logiciel Xcalibur 2.0 (Thermo
Electron) et le mode multiple reaction monitoring. Le systéme HPLC permet de séparer et de
purifier les molécules selon leurs propriétés physico-chimiques, dans notre cas leur profil
d’hydrophobicité. Le spectrometre de masse permet d’identifier et de quantifier une molécule
selon son rapport masse/charge (m/z). Il est composé de trois parties. Une source qui permet
d’ioniser les molécules et de leur conférer une charge. Un analyseur qui permet de séparer les
ions en fonction de leur rapport m/z. Un détecteur qui transforme la quantité d’ions présente en
signal électrique. Concrétement, 5uL de chaque surnageant passe dans une colonne Zorbax SB-
C18 en phase inverse (1 x 150mm, 3.5 pM ; 90ul/min ; Agilent technologies), permettant
d’obtenir le temps de rétention de différentes fractions puis est analysé par le spectrométre de
masse. L’identification des composés est basée sur le temps de rétention en HPLC, le rapport
masse/charge de 1’ion parent et son profil de fragmentation (Table 6). La quantification absolue
de chaque compose est réalisée en utilisant le ratio de 1’aire de la réponse d’ions fils du standard
interne en accord avec la méthode de dilution isotopique®’. Les quantités des
neurotransmetteurs sont ensuite normalisées sur la quantité totale de protéines de 1’échantillon.
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Gradient d’élution en HPLC

Temps (min) 0 25 9 11 12 12.5 18
Pourcentage de
la phase mobile 0 0 20 98 98 0 0
B
Paramétres du spectromeétre de masse
Mode positif
Voltage de I'électrospray 3,500V
Gaz de nébulisation Azote
Gaz de désolvatation 18 Arb
Gaz auxiliaires 7 Arb
Température du tube de transfert 297°C
Température de vaporisation 131°C
Résolution du Q1 et du Q3 0.7 FWHM
Pression du gaz de collision (Argon) 2 mTorr

Paramétres d’ionisation, de sélection, de fragmentation et d’identifications des composés

Composé Polarité lon parent (m/z) lon fils (m/z) clf)rl]l?sr,igcl)ﬁ ((j\?) Lentille RF (V)

145.05 18.49

Serotonine positive 347.13 160.07 20.82 232
171.00 27.54
145.04 19.50

D4-Serotonine positive 351.16 164.05 21.37 219
171.00 28.10
116.11 55.00

Noradrenaline positive 340.15 145.11 36.19 215
171.06 24.61
145.11 36.04

C6-Noradrenaline positive 346.15 158.11 18.34 226
171.06 25.62
116.04 46.35

GABA positive 274.11 128.11 43.47 157
171.05 19.66
116.11 48.73

D6-GABA positive 280.16 128.04 44.79 150
171.00 19.61
116.11 55.00

Glutamate positive 318.11 128.11 2.82 168
170.92 2051
116.11 55.00

D5-Glutamate positive 323.12 128.05 48.67 160
20.76

171

116.11 41.15

Glycine positive 247.97 128.11 39.12 160
171.06 21.38

116.11 41.85 161
D5-Glycine positive 246.13 128.04 39.33
171.06 18.80

Table 6. Paramétres de la LC-MS/MS pour le dosage des neurotransmetteurs
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V1. ANALYSE STATISTIQUE

La manipulation des données a été réalisée en utilisant le langage Python et I’analyse statistique
le langage R (fonctions R indiquées pour chaque test). Etant donné les contraintes de nos
données comportementales (hétérogénéités de variances, non normalité des résidus, effectifs
réduits et hétérogénes) nous avons décidé apres conseil statistique d’utiliser une approche de
comparaison deux a deux. Nous avons utilisé un test t de Welch (t.test () in R, Pweicn) dans le
cas de données avec des résidus normalement distribues (Shapiro-Wilk p > 0.05, shapiro.test ()
in R) et un test de Wilcoxon (wilcox.test () in R, Pwiicoxon) dans le cas contraire. Les données
exprimées en proportions ont été comparées avec le test exact de Fisher (fisher.test () in R,
Prisher). Les distributions ont été compareé en utilisant le test de Kolmogorov-Smirnov (ks.test ()
in R, Pk-s) associé a une comparaison de la tendance centrale en utilisant le teste de médiane de
Mood (median_test (), « coin » package in R, Pmood). Concernant les corrélations, les données
ont été centrées et réduites (Z-score) pour les males et les femelles séparément puis des
régressions linéaires (PLr) ont été effectuées. Les graphs ont été réalisés a I’aide de GraphPad
Prism (La Jolla, California, USA). Le niveau de significativité a été fixé a p <0.05 (*), p <0.01
(**), et p < 0.001 (***). A noter que certaines p-value proches du niveau de significativité (p <
0.06) sont indiquées en chiffres sur les graphiques.
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RESULTATS



Les résultats seront présentés en anglais car faisant parti de /’écriture d 'un article scientifique
en cours de soumission dont les parties méthodes et discussion n’ont pas été inclues. De plus,
des résultats non présents dans cet article sont présentés en annexe. Le tout sera discuté dans
une discussion bien distincte en frangais ci-apres.
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Sex differences drive nociceptive alterations in a valproate-
induced mouse model of autism.

L. Ruelle-Le Glaunec, V. Pallage, V. Andry, Y. Goumont, R. Schlichter, JL. Bossu.

Abstract

Autism spectrum disorder (ASD) is a group of developmental disorders defined by impaired
communication and social interactions as well as restricted and repetitive behaviors. Most of
ASD individuals display sensory anomalies, but description regarding pain and underlying
nociception are sparse and heterogeneous. In this study, we used outbred CD1 male and female
mice prenatally exposed to valproate (VPA) as a model of ASD and explored autism-like
behavior as well as nociceptive sensitivity using behavioral approach. Our data show that VPA
exposed animal display reduced sociability, increased grooming, hypo-reactivity to nociceptive
heat as well as a diminished response to intra-plantar capsaicin and formalin. Interestingly,
these alterations where mainly observed in adult male animals. Then using calcium imaging,
we observed a faster calcium regulation in cultured sensory neurons from VPA animals in
response to capsaicin. Finally, using patch-clamp recordings, we found synaptic transmission
changes in neurons from Lamina Il of the dorsal horn of the spinal cord without apparent change
in excitatory/inhibitory balance. Thus, VPA exposed mice display sex-specific behavioral
changes to nociceptive stimulation as well as alterations of sensory neurons and dorsal horn
neuronal network.

Introduction

Autism spectrum disorder (ASD) is a group of developmental disorders defined by the core
characteristics of impaired communication and social interactions as well as restricted and
repetitive behaviors?. Atypical sensory experience is estimated to occur in most autistic
individuals and to affect all modalities®* 3%, These are described as “hyper of hypo-reactivity
to sensory inputs or unusual interest for sensory aspects of the environment”?. Regarding
nociception and pain, past autobiographic reports as well as clinical observation led to the belief
that ASD individuals are less sensitive to pain®!, described in the DSM-V as an “apparent
indifference to pain”. However, it remains unclear whether this apparent insensitivity is related
to difficulties in expressing the pain related to ASD symptoms, or changes in cellular and
molecular actors underlying nociception and pain®*22%4, However, reviews of available data on
pain sensitivity in individuals with ASD reveals heterogeneity 243, Indeed, some observations
suggest hypo-sensitivities, other hyper-sensitivities and some do not detect any
changes!?"132214215340 Interestingly, some electroencephalography and functional magnetic
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resonance imaging experiments have shown altered neural response to painful stimuli even
without changes in declared pain sensation?®3?2!, These observations highlight potential
alterations in nociceptive system that do not always translate to clear behavioral outcome under
certain context.

Animal models of ASD have been used for investigating the underlying features of these
neurodevelopmental disorders. They rely on engineered genetic mutations known to be
associated with ASD, inbred animal strains as well as some environmental and pharmacological
manipulations?®428_ Alterations of these animals’ behavior regarding social interaction,
communication or repetitive and restrictive behaviors have been observed and replicate some
symptoms described in ASD?3+286.287.297 'Reqarding nociception, several studies report altered
behavioral responses, but results are highly heterogeneous between ASD models and between
modalities (mechanical, heat, cold, visceral)304308:312313315339  |nterestingly, decreased
allodynia and hyperalgesia are reported in some inflammatory and neuropathic pain models,
suggesting cellular and molecular changes in underlying mechanism3%°313,

In this study, we have reinvestigated, the existence of core and auxiliary symptoms of ASD as
well as possible alterations of somatosensory modalities with a focus on nociception in the VPA
mouse model of autism. We used an outbred CD1 mouse strain to have a variable genetic
background, getting closer to human ASD situation®***. We evaluated juvenile and adult animals
and considered sex differences. We explored possible cellular and molecular alterations in
dorsal root ganglia sensory neurons using calcium imaging. Finally, we looked at the dorsal
horn of the spinal cord and the functioning of its network using a combined approach of
neurotransmitter quantification with mass spectrometry and measured synaptic activity using
patch clamp recordings.

Methods

Not fully written yet, please refer to previous “Méthodes” section.
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Results

VPA affects pregnancy outcome but not sex ratio in exposed litters.

While gestation is complete in all saline-injected females, VPA halves the likelihood of
successful birth (Control = 100%; VPA = 51.6%) (Figure 1A). Furthermore, following VPA
injection, death of a pup is observed in 6. 5% of cases (Figure 1B). Interestingly, VPA injection
significantly reduces the number of pups in litters (Control = 13.5 £ 0.8, n = 15; VPA =6.2 +
1.1, n = 15; Pwelch < .0001) (Figure 1C) but not the male/female sex ratio (Control = 0.90 +
0.08,n =15; VPA =1.39 £ 0.29, n = 12; Pwilcoxon = .2484) (Figure 1D). Even though a tail kink
and few paw anomalies were observed as previously reported, pups did not display any major
deformation342,

Thus, VPA injections demonstrate fetal toxicity, decrease the average number of offspring
without changing the sex ratio.
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Figure 1. Effect of VPA injections on pregnancy outcome and survival, number, and sex of pups.

VPA injections decrease the proportion of full-term pregnancies whereas saline injections do not (A). VPA injections induce post-natal
death (B). VPA decreases the average number of pups in each litter (C) without changing the sex ratio (D). Data are expressed as mean
+SEM, each point represents a litter. Saline injected groups (control) are represented in grey whereas valproate injected ones (VPA) in red.
Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA alters some aspects of pup’s development in a sex-dependent manner.

First, to assay the animal’s development, we measured the body weight weekly from post-natal
week 1 to 10 (Figure 2A and 2B). Before weaning (week4), VPA females display a lower body
weight compared to control as illustrated by week 2 (Control = 9.41 £+ 0.30g, n = 32; VPA =
8.11 £ 0.33g, n = 23; Pweich = .0051). This is not observed in males (Control = 8.90 + 0.15g, n
=17; VPA =8.51+0.51g, n = 28; Pweich = .4698). However, after weaning, a lower body weight
is found in VPA condition, as illustrated by week 7, in females (Control =27.91 + 0.41g, n =
32; VPA = 25.02 + 0.44 g, n= 22; Pweich < .0001) and males (Control = 36.81 + 0.52g, n = 17;
VPA =33.97 £ 0.82g, n= 27; Pweich = .0060).

Second, we observed the opening of the eyes process from P11 to P15 (Figure 2C and 2D).
Interestingly, the eyes’ opening index is different at P13 in VPA male compared to controls
(Control = 1.06 + 0.16, n = 32; VPA = 0.52 + 0.15, n = 22; Pwilcoxon = .0329). This is not
significant in females (Control = 0.97 £ 0.23, n = 17; VPA = 0.68 + 0.18, n = 29; Pwilcoxon =
.1565). It is to be noted that no animal’s eyes stayed closed past P17.

Third, sensory-motor development was evaluated observing the righting reflex at P5 (Figure
2E). While VPA females display a higher latency to self-right than controls (Control = 1.58 +
0.40s, n = 13; VPA = 4.34 + 1.12s, n = 20; Pwilcoxon = .0284), this difference is not significant
in males (Control = 3.03 £ 0.67s, n = 26; VPA = 5.35 + 1.80s, n = 12; Pwilcoxon = .4994).

Finally, we evaluated pups’ preference for maternal scent (Figure 2F). VPA females show a
lower total time sniffing maternal litter compared to controls (Control =130.25 £9.31s, n= 13;
VPA =88.63 + 7.52s, n = 20; Pweich = .0018). This difference is not found to be significant in
males (Control = 111.06 + 6.77s, n = 13; VPA = 93.38 £ 11.91s, n = 20; Pweich = .2125).

Globally, prenatal VPA exposure affects some aspects of CD1 mouse pups’ development.
Nonetheless, a sex specificity is reported. For the opening of the eyes, only male pups are
affected but for the righting reflex, the maternal scent preference and pre-weaning weight, only
female pups are affected.
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Figure 2. VPA exposure leads to developmental defects in a sex-specific manner.
VPA males show a reduced body weight only after 4 postnatal weeks (A) however VPA females show a reduced body weigh from the first
postnatal week (B). VPA males show a lower eyes opening index at P13 (C) whereas females do not (D). Righting reflex evaluated at P5
demonstrates an increased latency to self-right in females VPA compared to controls (E). Maternal scent test shows lower total time spent
sniffing maternal sawdust in females VPA compared to controls (F). Data are expressed as mean +SEM, each point represents an animal.
Saline injected groups (control) are represented in grey whereas valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed

with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA induces “core autistic behaviors” in adult male mice.

We assayed the animals’ social preference as previously described using the three-chambers
test39>324, Surprisingly, only a tendency for a lower sociability index is observed in VPA males
(Control =0.29 + 0.04, n = 34; VPA = 0.17 + 0.06, n = 29; Pweich =.0559) and no significant
difference is found in female mice which interestingly show a low social preference (Control
=0.07 £ 0.06, n = 13; VPA =-0.04 £ 0.06, n = 18; Pwelch =.2159) (Figure 3A).

Thus, to assay sociability in a different way, we performed a direct social interaction test and
limited our observation to the number of pursuits initiated by the animal of interest, a less dyadic
form of behavior than other parameters usually measured. Surprisingly, we again observed a
tendency for fewer initiated pursuits in VPA males (Control =8.0 £ 1.3, n = 15; VPA =52 +
0.9, n = 23; Pwilcoxon = .0529) and no significant difference was found in female mice (Control
=46 %11, n=12; VPA =26 £ 0.7, n = 9; Pwilcoxon = .2522) (Figure 3B). Moreover, some
VPA males (4/23) showed aggressive behavior which was not observed in other conditions.

Additionally, we tested for the presence of restrictive and repetitive behavior, quantifying
spontaneous grooming, like it is usually done in rodents 26743 during the exploratory phase of
the three-chambers test. While total grooming time is higher in VPA males than controls
(Control = 21.4 £5.1s, n = 34; VPA = 35.7 £ 6.7s, n = 29; Pwiicoxon = .0086), no significant
difference is observed in females (Control = 18.30 + 4.83s, n = 13; VPA = 23.7 £ 4.6s, n = 18;
Pwilcoxon = .3782) (Figure 3C).

We then checked if the grooming behavior could be induced by spraying a sucrose-based
solution on the animal’s fur. Interestingly, no significant difference in the time spent grooming
is observed in male (Control = 42.4 + 7.0s, n = 26; VPA = 67.5 + 10.6s, n = 12; Pwilcoxon =
.0709) or female mice (Control = 75.6 + 19.7s, n = 13; VPA = 75.8 + 10.4s, n = 18; Pwilcoxon =
.6500) (Figure 3D).

To conclude, male CD1 mice prenatally exposed to VPA show a tendency to a lower sociability
and an increased spontaneous grooming. Interestingly, females only show a weak preference
for social partner and no core ASD-like behaviors were observed in VPA condition.
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Figure 3. VPA induces reduced sociability and increases spontaneous grooming in males only.

Preference for social partner measured using the sociability index calculated in three chambers test shows tendency to reduced sociability
in VPA males. Interestingly, Females demonstrate low preference for social partner. (A). Direct social interaction evaluated during 5min in
an open field shows a tendency to a lower number of pursuits initiated by VPA males compared to controls. (B). Spontaneous grooming
time measured during exploratory phase of three chambers test show an increase in VPA males but no difference in females (D). Sucrose
(10%)-induced grooming behavior demonstrate no difference between VPA animals and their respective controls (E). Data are expressed
as mean +SEM, each point represents an animal. Saline injected groups (control) are represented in grey whereas valproate injected ones
(VPA) inred. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA leads to “auxiliary autistic behavior” in adult male mice.

First, we measured locomotor activity during exploratory phase of three chambers test as total
distanced travelled and mean speed. The total distanced travelled is significantly lower in VPA
compared to control, both in males (Control = 87.07 = 2.66m, n= 34; VPA =72.80 £ 2.33m, n
= 29; Pweich = .0002) and in females (Control = 92.68 + 3.85m, n = 13; VPA = 74.88 £ 2.19m,
n = 18; Pweich = .0007) (Figure 4A). Furthermore, animals’ mean speed is also lower in VPA
compared to control males (Control = 0.148 + 0.004m/s, n = 34; VPA = 0.121 £ 0.04m/s, n =
29; Pweich < .0001) and females (Control = 0.154 + 0.006m/s, n = 13; VPA = 0.125 + 0.04m/s,
n = 18; Pweich = .0007) (Figure 4B).

Second, we explored olfactory and cognitive functions using the buried food test (Sheryl et al.,
2009). The latency to find buried food pellet is significantly higher in VPA males compared to
controls (Control = 25.7 + 10.0s, n= 25; VPA = 70.4 £ 21.1s, n = 12; Pwilcoxon = .0116). No
significant difference is observed in female mice (Control = 27.7 £ 8.2s, n = 13; VPA =38.3 +
9.77, n = 18; Pwilcoxon = .3732) (Figure 4C). Surprisingly, once the pellet was found, a
significantly higher latency to eat it is observed in VPA males (Control =49.7 £ 17.7s, n = 25;
VPA =376.9 £ 111.4s, n = 12; Pwilcoxon =-0022) but not in females (Control = 154.4 + 67.9s,
n=13; VPA =62.7 £ 14.1s, n = 18; Pwilcoxon = .9215) (Figure 4D).

Thus, mice prenatally exposed to VPA show locomotor alterations. However, only males show
difference in buried food test with an increased latency to find and to eat pellet.
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Figure 4. VPA induces locomotor, olfactory and cognitive alterations, preferentially in males.

Locomotor activity is measured using tracking data in exploration phase of three chambers test. VPA animals display a lower distance
travelled (A) and a lower mean speed (B). Buried food test show a higher latency to find pellet (C) and a higher latency to eat it (D) in VPA
males compared to controls. Data are expressed as mean +SEM, each point represents an animal. Saline injected groups (control) are
represented in grey whereas valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p<
0.001, ns: not significant).
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VPA increases comfort temperature in adult males.

We measured thermal preference and body temperature at two different age points, one
corresponding to a juvenile age (4 post-natal weeks) and one to and an adult one (> 8 post-natal
weeks).

We assessed the thermal preference using thermal ring assay. At a juvenile age no difference is
observed for preferred temperature (PT) in males (Control =29.1 + 0.3°C, n = 10; VPA = 29.3
+0.6°C, n = 8; Pweich = .8109) or females (Control = 31.2 £ 0.6°C, n = 10; VPA =30.7 £ 0.9°C,
n = 18; Pweich = .2665) (Figure 5A). However, at an adult age, PT is higher in VPA males
compared to controls (Control = 26.5 + 0.3°C, n = 16; VPA = 28.2 + 0.6°C, n = 11; Pweich =
.0168). This latter effect is not found in females (Control =29.7 + 0.7°C,n=7; VPA =295 %
0.4°C, n = 11; Pweich =.7564) (Figure 5B).

Interestingly, these results were accompanied by changes in body temperature. While no
significant differences is observed in juvenile males (Control =37.8 £ 0.2°C, n = 13; VPA =
37.8 £0.1°C, n = 13; Pwilcoxon = .6618), juvenile females (Control =37.8 + 0.1°C, n = 17; VPA
= 37.8 £ 0.1°C, n = 12; Pwilcoxon = .7220) (Figure 5C) or in adult females (Control = 37.8 £
0.1°C, n = 14; VPA = 37.7 £ 0.2°C, n = 9 ; Pweich = .7540); body temperature is found to be
higher in adult VPA males compared to controls (Control = 36.5 £ 0.1°C, n =11; VPA =374
+0.2°C, n =11 ; Pweich = .0026) (Figure 5D).

In conclusion, adult CD1 males prenatally exposed to VPA display a higher temperature of
comfort than controls which is accompanied by a higher body temperature.
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Figure 5. VPA changes thermal preference in adult males.
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Thermal preference measured in 15-45°C gradient ring test shows no difference at juvenile age (A) but a higher comfort temperature in
VPA males compared to control at an adult age (B). Body temperature measured with a rectal thermometer shows no difference at juvenile
age (C) and a higher body temperature in VPA males compared to controls at an adult age (D). Data are expressed as mean +SEM, each
point represents an animal. Saline injected groups (control) are represented in grey whereas valproate injected ones (VPA) inred. Statistical

significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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Mechanical and cold sensitivities are moderately altered in VPA animals.
We measured mechanical as well as cold sensitivities in juvenile and adult animals.

First, static mechanical sensitivity was evaluated using VVon Frey filaments. Even though some
VPA juvenile males display a surprisingly high threshold, no significant difference is observed
regarding the punctate mechanical sensitivity of males (Control = 0.76 + 0.04g, n = 26; VPA =
1.39 £ 0.27g, n = 17; Pwilcoxon = .1496) or females (Control = 0.69 £+ 0.04g, n = 13; VPA = 0.68
+0.684g, n = 18; Pwilcoxon = .5347) (Figure 6A). A similar result is found at an adult age in males
(Control = 0.87 £ 0.04g, n = 34; VPA =0.99 + 0.05g, n = 24; Pwilcoxon = .2935) but a tendency
to a higher threshold is observed in VPA females compared to controls (Control =0.76 = 0.09g,
n=13; VPA =0.81 +0.07g, n = 18; Pwilcoxon = .0560) (Figure 6B).

Second, dynamic mechanical sensitivity was evaluated using the cotton swab test. No
significant difference is found at a juvenile age regarding the probability of withdrawal of
females (Control = 0.28 £ 0.06, n = 13; VPA = 0.39 £ 0.07, n = 18; Pwilcoxon = .2665). However,
a tendency to a higher probability is observed in VPA juvenile males compared to controls
(Control = 0.25 £ 0.03, n = 26; VPA = 0.36 = 0.05, n = 12; Pwiicoxon = .0554) (Figure 6C). At
an adult age, no significant difference is found in males (Control = 0.28 £ 0.03, n = 26; VPA =
0.25 £ 0.05, n = 12; Pwilcoxon =.5264) or females (Control =0.24 £ 0.04,n = 13; VPA=0.32
0.05, n = 18; Pwilcoxon = .2598) (Figure 6D).

Finally, we measured nociceptive cold sensitivity using cold plantar assay. Interestingly, no
significant difference in latency to withdraw paw is observed in juvenile males (Control = 4.5
+0.25,n=17; VPA=4.3%£0.3s5,n =11 ; Pweich = .7113) and female (Control =3.6 £ 0.2s, n =
7; VPA =3.9 £ 0.3s, n = 13; Pweich = .3929) (Figure 6E) or in adult VPA males (Control =4.0
+0.25,n=7; VPA=43£0.2s, n =10 ; Pweich = .2887) and females (Control =3.7 £ 0.2s, n =
8; VPA =3.7£0.25,n =6 ; Pweich = .7499) (Figure 6F).

Thus, in CD1 mice prenatally exposed to VPA, even though some tendencies are observed
regarding mechanical sensitivity, these are not present across both assayed ages. Moreover,
VPA animals display unaltered cold sensitivity.
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Figure 6. Effect of VPA on mechanical and thermal cold sensitivity.
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Punctate mechanical sensitivity measured with manual VonFrey test shows no difference at juvenile age (A) and a tendency to higher
threshold in adult VPA females (B). Dynamic mechanical sensitivity measured with cotton swab test shows a tendency to higher response
probability in juvenile VPA males (C) but no difference at adult age (D). Nociceptive cold sensitivity measured with cold plantar test shows
no difference at a juvenile age (E) or at adult age (F). Data are expressed as mean + SEM, each point represents an animal. Saline injected
groups (control) are represented in grey whereas valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05,
** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA decreases nociceptive heat sensitivity in adult mice and changes
associated behavioral repertoire.

We evaluated thermal heat nociception at juvenile and adult age points. First, we measured
nociceptive heat sensitivity using a traditional 52°C hot plate. While in juvenile animals, no
significant difference for the latency of the first nociceptive response is observed in males
(Control =12.9 £ 0.4s, n = 26; VPA =11.6 £ 0.85, n = 12 ; Pweich = .1700) or females (Control
=148+0.85,n=13; VPA=12.8 £0.7s, n = 18 ; Pweich = .0613) (Figure 7A) ; in adult animals
however, the latency is higher in VPA compared to controls both in males (Control = 11.6 +
0.5s, n = 31; VPA = 13.8 £ 0.6s, n = 22 ; Pwilcoxon = .0056) and in females (Control = 11.5 +
0.7s,n =17, VPA =127 £ 0.3s, n = 27 ; Pwilcoxon = .0047) (Figure 7B). To further characterize
this latter result in adult animals, we used an incremental hot plate (30-52°C at 10°C/min)
(Figure 7C) and observed a higher nociceptive threshold in VPA males compared to controls
(Control = 46.5 £ 0.2°C, n = 19; VPA = 47.2 £ 0.22°C, n = 21; Pweich = .0227). Surprisingly,
this difference was not found in females (Control = 46.5 + 0.23°C, n = 12; VPA =46.9 £ 0.21°C,
n = 16; Pweich = .2163).

Because in ASD one hypothesis suggests that it is the way individuals face a painful situation
that is modified, we decided to compare the nociceptive behavioral repertoire (Figure 7F) in
traditional hot plate test. In juvenile animal, while in males no significant difference is observed
on the whole repertoire (all types of responses: Prisher = .3687), a tendency is found in females
(all types of responses: Prisher = .0536). This difference between control and VPA females’
repertoire can be attributed to a difference in front vs hind paw responses (hind paw vs front
paw responses: Prisner = .0114) (Figure 7G). Interestingly, in adult animals, a change in
behavioral repertoire between controls and VPA is observed both in males (all types of
responses: Prisher = .0002) and females (all types of responses: Prisher = .0102). These changes
can be attributed to differences in types of hind paw responses in males (only hind paw
responses: Prisher < .0001) and females (only hind paw responses: Prisher = .0110). More
precisely, a difference between hind paw shaking and hind paw licking is observed in males
(hind paw shaking vs hind paw licking: Prisher <.0001) and females (hind paw shaking vs hind
paw licking: Prisher = .0415) (Figure 7H).

In conclusion, at an adult age only, both VPA exposed males and females display an increased
latency for nociceptive response when subjected to nociceptive heat. Surprisingly, a higher
nociceptive threshold was found in males only. Interestingly, nociceptive behavioral repertoire
is modified in adult VPA animals with more hind paw licking and less hind paw shaking in
VPA mice.
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Figure 7. VPA induced decrease in nociceptive heat sensitivity is accompanied by changes in behavioral repertoire.

Nociceptive heat sensitivity measured using 52°C traditional hot plate test shows no difference at juvenile age (A) but a higher latency for first nociceptive
response in VPA males and females at an adult age (B). Nociceptive heat threshold measured at adult age using 30-52°C increasing hot plate test (10°C/min)
shows a higher threshold in VPA males compared to controls (C). Behavioral repertoire in traditional hot plate test show tendency in VPA female attributing to
a shift in front versus hind paw responses (D). Behavioral repertoire in traditional hot plate test show difference in VPA males and females attributing to a shift
in hind paw licking versus shaking responses (E). Legend of behavioral repertoire characterized by the different types of nociceptive responses observed in hot
plate test (F). Data are expressed as mean +SEM or as percentage for proportions, each point represents an animal. Saline injected groups (control) are represented
in grey whereas valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA decreases response to capsaicin- and formalin-induced nociception in
adult males.

We finally conducted experimental models of acute pain with intra-plantar injection of
capsaicin or formalin and observation nociceptive licking behavior directed toward the injected
paw. Regarding capsaicin test, no significant difference is found between VPA and control
group at a juvenile age, neither in males (Control = 38.6 £ 5.1s,n =12; VPA=43.1+49s,n =
10; Pweich = .5214) nor in females (Control = 43.5 £ 5.2s, n = 10; VPA =38.8 £+ 3.35,n = 9;
Pweich = .4579) (Figure 8A). However, in adult animals, while no difference is observed in
females (Control =59.7 + 5.4s, n = 11; VPA =50.3 £ 4.1s, n = 18; Pweich = .2038), VPA males
show a lower licking time compared to controls (Control = 77.4 £ 5.2s, n = 31; VPA =46.0 +
3.65, n = 24; Pweich < .0001) (Figure 8B and 8C).

To specify this latter result in adult mice, we injected formalin. Importantly, the behavioral
response is usually composed of three phases with different underlying cellular and molecular
mechanisms®**(Figure 8D and 8E). We observed no significant difference for the early phase
(0-5min) in males (Control = 48.9 + 4.4s, n = 8; VPA =44.5 + 5.4s, n = 10; Pweich = .5413) or
females (Control =44.1 + 8.5s, n = 13; VPA =65.1 £ 6.4s,n =9 ; Pweich = .1191) (Figure 8F)
as well as for the intermediate phase in males (Control = 2.4 +2.0s,n =8 ; VPA =1.6 £ 0.7s,
n =10 ; Pwilcoxon = .6339) and females (Control =15+ 1.1s,n=11; VPA=21+1.35,n=10
; Pwilcoxon = .8086) (Figure 8G). However, regarding the late phase (10-45min), a lower time
spent liking paw was found in VPA compared to controls in males (Control = 109.7 + 13.8s, n
=8; VPA =69.3 + 13.8s, n = 10 ; Pwilcoxon = .0343) but not in females (Control = 192.8 £ 24.5s,
n=11; VPA = 166.0 £ 40.6s, n = 9 ; Pwilcoxon = .6556) (Figure 8H).

In conclusion, only adult CD1 males exposed to VPA show decreased response to capsaicin
and late phase formalin.
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Figure 8. VPA adult males show decreased response to capsaicin and formalin pain model.
Intra plantar injection of capsaicin (1pg/paw) induces licking behavior directed toward injected paw quantified here over a 5min period. No difference in total
paw licking behavior is observed at juvenile age (A) but a diminished response is found in adult VPA males (B) illustrated over time in (C). Intra plantar injection
of formalin (2%) induces licking behavior directed toward injected paw quantified here over a 45min period in adult mice. Usual response consists of three
phases, an early one (0-5min) representing direct activation of primary afferents, an intermediate one (5-10min) reflecting active inhibition by internal pain
controls and a late one (10-45min) influenced by central sensitization mechanisms. Licking behavior across time is shown in males (D) and females (E). No
difference was observed for early phase (F) and intermediate phase (G). Late phase was decreased in VPA males compared to controls (H). Data are expressed
as mean +SEM, each point represents an animal. Saline injected groups (control) are represented in grey whereas valproate injected ones (VPA) in red. Statistical

significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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Nociception correlates with some ASD-like behavior in VPA animals.

Because some studies in human found that sensitivity to thermal stimuli correlated with autism
parameters'33214 we decided to check for correlations, using linear regressions, between ASD-
like and nociceptive behaviors. Interestingly, we found a correlation between latency to respond
in hot plate test and sociability index in three chambers test in adult males (Control: R? = .1673,
PLr=.0380; VPA: R2=.3557, PL.r =.0407) (Figure 9A). Surprisingly, in adult females we also
found this correlation in VPA animals but not in control (Control: Rz = .0182, P r = .6606;
VPA: R% = .2634, PLr = .0294) (Figure 9B). We confirmed this observation in adult males
finding a correlation between the temperature of response in the incremental hot plate test and
the number of pursuits initiated in the direct social interaction test (Control: R2 = .1978, P.r =
.2304; VPA: R2 = .3165, P.r = .0187) (Figure 9C). Finally, our study found a correlation
between the latency to eat pellet in the buried food test and the response to capsaicin in adult
males VPA (Control: R2 =.0422, P.r = .3470; VPA: R2 = .4300, PLr = .0206) (Figure 9D).

Thus, this study provides evidence of an association between ASD-like behaviors and
nociceptive reactivity, especially in VPA adult males. Indeed, the less sociability, the less they
respond to nociceptive situations.
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Figure 9. ASD-like phenotype correlated with nociceptive behavior in VPA adult males.

Linear regression in males between normalized latency to respond in 52°C hot plate test and sociability index from three chambers test.
Negative correlation is found in both group with a shift for adult VPA males who display higher hot plate latencies (A). Linear regression
in females between normalized latency to respond in 52°C hot plate test and sociability index from three chambers test. Negative correlation
is found in adult VPA females only (B). Linear regression in males between normalized temperature of response in incremental hot plate
test and number of pursuits initiated in direct social interaction test. Negative correlation is found in VPA males (C). Linear regression in
males between normalized latency to eat pellet in buried food test and time licking paw in capsaicin test. Negative correlation is found in
VPA males (D). Data are expressed as scatter with each point representing an animal. Saline injected groups (control) are represented in
grey whereas valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001).

91



VPA changes calcium dynamic of cultured dorsal root ganglia neurons in
response to capsaicin.

Given results from behavioral experiments, we decided to focus on a nociceptive heat sensitive
population of DRG neurons, activated by capsaicin, a Transient Receptor Potential Vanilloid 1
(TRPV1) agonist. We conducted calcium imaging experiments on cultured lumbar DRG
neurons derived from adult animals. We made sure that cells were responding with a calcium
increase to a high potassium induced depolarization as a criterion to only consider neurons and
then applied capsaicin (Figure 10A and 10B).

First, combining all our experiments (Nmaes = 4, Nfemales = 3), the proportion of neurons
responding to capsaicin (caps+) was found to be significantly different in males (Control =
28.7%; VPA = 44.9%; Prisner = .0345) but not in females (Control = 33.8%; VPA = 27.7%,
Prisher = .2432) (Figure 10C).

However, peak amplitude of calcium response is not significantly different in males (Control =
0.33 £ 0.04 Fas0/380, N = 29; VPA = 0.41 + 0.05 F3s0/380, N = 31; Pwilcoxon = .3241) or in females
(Control =0.41+ 0.09 Fssoze0, N = 51; VPA = 0.20 + 0.03 Fas0380, N = 50; Pwilcoxon = .1264)
(Figure 10D).

Interestingly, quantifying the return from the peak 100 seconds after capsaicin application
revealed significant difference. Indeed, return from peak is more important in VPA compared
to controls both in males (Control = 42.11 + 4.44%, n = 29; VPA = 64.20 £ 5.45%, n = 31,
Pwilcoxon = .0049) and in females (Control = 35.85 £ 4.13%, n =51; VPA =77.14 £ 7.62%, n =
50; Pwilcoxon < .0001) (Figure 10E).

Thus, a higher proportion on neurons are responding to capsaicin in VPA males’ derived
cultures. However, the peak amplitude of the response itself is not different in all conditions.
More importantly, after capsaicin application, VPA males and females derived neuron show a
higher return from peak compared to their respective controls.
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Figure 10. VPA induced changes in DRG neurons calcium dynamic in response to capsaicin.

Representative traces of florescence ratio (Fssosgo) across time of cultured DRG neurons responding to high potassium (50mM) and capsaicin (1uM) and
parameters analyzed (baseline, peak response and return from peak) (A). Cell #1 responds to both potassium and capsaicin whereas cell #2 only to potassium.
Corresponding images of cells is shown in (B). Percentage of neurons responding to capsaicin shows an increase in VPA male derived neurons (C). Peak
amplitude of calcium response shows no significant difference (D). Percentage of peak return measured 100s after application ((Feeax - Fo0s post application)/ Peak
Amplitude) shows a higher return in VPA animals both male and female (E). Data are expressed as mean +SEM, each point represents a neuron. Data from saline
injected animals (control) are represented in grey whereas from valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p<
0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA changes intracellular calcium dynamic of cultured dorsal root ganglia
neurons in response to high potassium.

Given changes in calcium dynamics following capsaicin application, we decided to analyze
basal fluorescence and response to high-potassium induced depolarization separately in
capsaicin responsive (Caps+) and capsaicin unresponsive (Caps-) neurons.

Interestingly, basal fluorescence ratio, reflecting free calcium content in the cytosol, is found to
be higher in males. This is observed both in Caps+ (Control = 1.00 + 0.03 Fssosg0, N = 29; VPA
=1.19 £ 0.07 Faso380, N = 31; Pwilcoxon = .0421) (Figure 11A) and Caps- neurons (Control =
1.02 + 0.03 F3s0/380, N = 72; VPA = 1.11 £ 0.04 F3s0/380, N = 38; Pwilcoxon = .0361) (Figure 11B).
Surprisingly, this difference was not found in females, neither in Caps+ (Control = 0.87 + 0.04
Fas0i380, N = 54; VPA = 0.89 £ 0.04 F350/380, N = 52; Pwilcoxon = .7353) nor Caps- neurons (Control
=0.88 + 0.01 F3s501380, N = 106; VPA = 0.87+0.02 F350/380, N = 136; Pwilcoxon = .0701).

Moreover, following high-potassium application, calcium response amplitude is found to be
higher in VPA males’ derived neurons than controls’. This is observed both in Caps+ (Control
= 0.23 + 0.03 Fas0/380, N = 29; VPA = 0.41 *+ 0.06 Fas0/380, N = 31; Pwilcoxon = .0504) (Figure
11C) and in Caps- (Control = 0.27 + 0.02 Fsso/3s0, N = 72; VPA = 0.66 + 0.07 F3s0/380, N = 38;
Pwilcoxon < .0001) (Figure 11D). In females, results are more variable with no difference being
found in Caps+ neurons (Control = 0.48 £ 0.10 Fasozgo, N = 54; VPA = 0.29 £ 0.04 F3so/380, N
=52; Pwilcoxon = .7500) but one in Caps- neurons (Control =0.35 + 0.05 Fsso/380, N= 106; VPA =
0.35 * 0.02 F3s0/380, N = 136; Pwilcoxon = .0012). Importantly, given the proximity of the mean
between these two groups, this latter effect can probably be interpreted in a change in the
distribution of Caps- neurons’ response amplitude to potassium, detected using non-parametric
hypothesis testing.

Interestingly, quantifying the return from the peak 100 seconds after application does not reveal
any significant difference in calcium dynamic of Caps+ neurons derived from males (Control
=100.04 + 2.95%, n = 29; VPA = 99.18 + 6.55%, n = 31; Pwilcoxon = .4187) or females (Control
=91.82 + 3.46%, n=53; VPA = 88.44+4.2%, n = 52; Pwilcoxon = .3544). However, a tendency
is observed for male Caps- neurons which peak return is found to be less important in the VPA
condition compared to control one (Control =93.80 = 2.72%, n = 72; VPA = 88.27 + 2.69%, n
= 38; Pwilcoxon = .0540). This latter tendency is not observed in females (Control = 92.36 +
1.97%, n =102; VPA =92.50 + 1.60%, n = 136; Pwilcoxon =.937l).

Thus, VPA male’s derived DRG neurons show a higher basal fluorescence, reflecting free
calcium in the cytosol, independently of their capsaicin sensitivity. They also show a higher
response amplitude to high potassium induced depolarization.
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Figure 11. VPA induces changes in calcium dynamic of DRG neurons in response to potassium.

Baseline florescence ratio (Fsso3s0) Of capsaicin responsive (caps+) (A) and capsaicin unresponsive (caps-)(B) cultured DRG neurons, show
increased cytosol free calcium content in VMA males’ neurons. Peak amplitude of calcium response shows significant difference in caps+
(C) and caps- (D) neurons. Percentage of peak return measured 100s after application ((Feeax - F1o0s post appiication)/ Peak Amplitude) shows no
difference in caps+ neurons (E) but a tendency to lower return in VPA male caps- neurons (F). Data are expressed as mean +SEM, each
point represents a neuron. Data from saline injected animals (control) are represented in grey whereas from valproate injected ones (VPA)
in red. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA does not change neurotransmitters concentration in adult dorsal horn
of the spinal cord.

Because changes in neurotransmitters concentration have been described in human ASD and in
rodent models?”, we quantified glutamate, GABA, glycine in the dorsal horn of the spinal cord
using LC-MS/MS.

First, we observed no difference in glutamate content in males (Control = 90.86 +10.85
nmoles/mg, n = 11; VPA = 79.42 = 55.93 nmoles/mg, n =11; Pwiicoxon = .5619) and females
(Control = 74.98 + 14.90 nmoles/mg, n = 7; VPA = 70.55 = 67.09 nmoles/mg, n = 7; Pwiicoxon
=.8048) (Figure 12A).

Second, no difference in GABA content is found in males (Control = 54.75 + 7.72 nmoles/mg,
n=11; VPA =55.68 £ 6.69 nmoles/mg, n = 11; Pwiicoxon =.8977) or in females (Control = 43.25
+ 7.31 nmoles/mg, n = 7; VPA = 45.80 + 3.89 nmoles/mg, n = 7; Pwiicoxon = .3829) (Figure
12B).

Third, glycine content is not observed to be different in males (Control =82.19 + 11.60
nmoles/mg, n = 11; VPA = 83.19 £ 10.28 nmoles/mg, n = 11; Pwiicoxon = .6063) or females
(Control = 60.55 £ 11.25 nmoles/mg, n = 7; VPA = 60.16 + 6.10 nmoles/mg, n = 7; Pwilcoxon =
.6200) (Figure 12C).

Finally, we quantified neurotransmitters specifically coming from supra-spinal structures and
implicated in descending controls like noradrenaline and serotonin®®®,

Interestingly, no difference in noradrenaline content is observed in males (Control = 95.63 *
10.84 pmoles/mg, n=11; VPA =75.02 + 6.42 pmoles/mg, n = 11; Pwiicoxon = .2426) and females
(Control = 69.71 + 14.04 pmoles/mg, n = 7; VPA = 64.12 + 6.73 pmoles/mg, n = 7; Pwilcoxon >
.9999) (Figure 12D).

Similarly, serotonin content is found to be similar in VPA compared to controls, both in males
(Control = 407.29 + 48.52 pmoles/mg, n = 11; VPA = 350.18 + 49.18 pmoles/mg, n = 11;
Pwilcoxon = .3316) and females (Control = 344.74 £ 95.11 pmoles/mg, n=7; VPA = 277.28 +
18.60 pmoles/mg, n=7; Pwilcoxon = .8048) (Figure 12E).

Thus, we observed no change in VPA animal’s derived dorsal horn of the spinal cord
neurotransmitters content.
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Figure 12. Neurotransmitter content in the dorsal horn of spinal cord.
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*** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA alters synaptic activity in dorsal horn of spinal lamina Il neurons.

We recorded spontaneous synaptic activity in lamina Il dorsal horn neurons (Figure 10A) using
whole cell configuration. Potential was set sequentially at -70 mV to record spontaneous
excitatory post synaptic current (SEPSCs) and at 0 mV to record spontaneous inhibitory post-
synaptic currents (sIPSCs) (Figure 10B). We decided to analyze events in terms of distribution
but individual cells as well as mean frequency and amplitude are shown for illustration (Figure
10C, 10E, 10G, and 10l).

First, concerning SEPSCs, the distribution of inter-event interval is found to be significantly
different between VPA and control conditions in both sexes (Males: Pk-s < .0001; Females: Pk-
s <.0001). This difference in distribution can be explained by a lower inter-event interval
illustrated by a significant difference in median in both males (Controlmedian = 0.20S, VP Amedian
= 0.38s; Pmood < .0001) and females (Controlmedian = 0.27S, VPAmedian = 0.41S; Pmood < .0001)
(Figure 10D).

Interestingly, sEPSCS amplitude distribution was also found to be different in both sexes
(Males: Pk-s <.0001; Females: Pk-s <.0001), but with an opposite effect (Figure 10F). Indeed,
while in males less high amplitude events are observed leading to a significant shift in median
amplitude (Controlmedian = 11.97pA, VPAmedian = 8.21 pA; Pmood < .0001); in females more high-
amplitude events are observed also significantly shifting the median amplitude (Controlmedian =
8.77 pA, VPAmedian =9.40 pA, PMOOd <0001)

Second, regarding sIPSCs, the distribution or inter-event interval was found to be significantly
different in both sexes (Males: Pk.s < .0001; Females: Pk.s < .0001). Surprisingly, this change
in distribution in males is not accompanied by any shift in inter-event interval median
(Controlmedian = 0.62S, VPAmedian = 0.62S; Pmood = .8516), implying more subtle changes in
distribution tail. In females however, a significant increase in inter event interval median is
observed (Controlmedian = 0.27S, VPAmedian = 0.41S; Pmood < .0001) (Figure 10H).

Similarly to excitatory currents, SIPSCS amplitude distribution was found to be different in both
sexes (Males: Pk-s <.0001; Females: Pk-s < .0001) with less high amplitude events illustrated
by a lower median amplitude in males (Controlmedian = 17.6 pA, VPAmedian = 15.11 pA; Pmood <
0.001) and in females (Controlmedian = 13.70 pA, VPAmedian = 10.98 pA; Pmood = .0008) (Figure
10J).

Regarding excitatory synaptic transmission, we observed a decrease in SEPSC frequency in
VPA condition both in males and in females. In females only, this is also accompanied by a
decrease of sIPSC amplitude. However, VPA males show less high-amplitude sEPSCs.
Concerning inhibitory synaptic transmission, we observed a decrease of sIPSC frequency in
females only. However, in VPA animals of both sexes, we observed a decrease in the number
of high-amplitude sIPSCs.
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Figure 10. VPA modifies excitatory and inhibitory synaptic activity in lamina 11 neurons.

Patch-clamp recording in dorsal horn of the spinal cord lamina Il, translucid crescent observed in contrast microscopy (A). Representative traces in a single cell
of spontaneous excitatory post-synaptic currents (SEPSCs) recorded at -70mV and of inhibitory post-synaptic currents (sIPSCs) recorded at OmV (B). Frequency
of SEPSCs measured over a 5min time window expressed as mean + SEM, each point representing a cell (C). Inter-event interval cumulated distribution of all
recorded cells shows decreased frequency in VPA males and females (D). Averaged amplitude of SEPSCs expressed as mean + SEM, each point representing a
cell (E). Histogram distribution of all recorded cells shows diminution of number of high amplitude events in VPA males and an increased amplitude in females
VPA. Trace illustrates two SEPSCS, one of small amplitude and one of big amplitude (F). Frequency of sIPSCs measured over a 5min time window expressed
as mean + SEM, each point representing a cell (G). Inter-event interval cumulated distribution of all recorded cells shows decreased frequency in VPA females
(H). Averaged amplitude of sIPSCs expressed as mean + SEM, each point representing a cell (1). Histogram distribution of all recorded cells shows diminution
of number of high amplitude events in VPA males and females VPA. Trace illustrates two sIPSCS, one of small amplitude and one of big amplitude. Note the
difference in kinetics, the first being most likely GABA and the second Glycine mediated. (J). Data from saline injected animals (control) are represented in grey
whereas from valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed with (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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VPA does not change excitatory/inhibitory balance in the lamina Il dorsal
horn of spinal cord.

Following the observations of changes in excitatory and inhibitory synaptic activity parameters
in the lamina Il neurons, we wanted to evaluate if this was changing excitatory/inhibitory
balance, important for nociceptive input filtering and integration in this structure42,

First, we calculated, the glutamate/GABA content ratio in the dorsal horn of the spinal cord.
Interestingly, no difference in glutamate/GABA ratio is found in males (Control =1.76 £ 0.10,
n =11; VPA = 1.55% 0.13, n =11; Pweich =0.2132) or females (Control = 1.72 £ 0.06, n = 7;
VPA =157 £0.15, n = 7; Pweich = .3901).

Then, we calculated the sum of PSCs area for each cell, considering potential changes in
frequency, amplitude, and currents kinetics. Finally, in each cell we calculated the cumulated
area SEPSC/sIPSCs ratio. This ratio is found not to be significantly different in males (Control
=2.58 £ 0.99, n=16; VPA = 2.09 + 0.65, n = 20; p = .6711) or in females (Control = 2.14 +
0.71,n=16; VPA =3.16 £ 0.97, n = 5; p = .1297) (Figure 10B).

To conclude, even if some changes in excitatory and inhibitory synaptic activity are present in
VPA male and female lamina Il neurons compared to controls, it does not seem to change the
excitatory/inhibitory balance under basal conditions.
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Figure 10. VPA does not alter excitatory/inhibitory balance in the dorsal horn of the spinal cord.
Concentration of Glutamate/GABA ratio as a reflect of excitatory/inhibitory balance shows no significant difference. Data are expressed as
mean +SEM, each point represents an animal (A). Ratio SEPSCs/sIPSCs of the sum of the area of all events observed in each demonstrates
no apparent change excitatory/inhibitory balance. Data are expressed as mean +SEM, each point represents a cell. Data from saline injected
animals (control) are represented in grey whereas from valproate injected ones (VPA) in red. Statistical significance is expressed with (*
p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, ns: not significant).
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Discussion

Not written yet, please refer to “Discussion” section hereafter.
Bibliography

Not written yet, please refer to “Bibliographie” section hereafter.

Note : Tous les résultats de ce manuscrit sont résumés dans deux tableaux ci-apres, un pour les
observations comportementales (Table 7) et un pour les résultats ex-vivo (Table 8). Des
résultats complémentaires sont également présentés en annexe.
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Table 7. Récapitulatif des résultats comportementaux des animaux VPA par rapport a leurs controles respectifs
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Table 8. Récapitulatif des résultats ex-vivo des animaux VPA par rapport a leurs controles respectifs
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L’objectif général de notre étude était d’étudier la nociception dans le modele murin
d’exposition prénatale au valproate (VPA) aussi bien sur le plan comportemental que sur le plan
du fonctionnement de certains acteurs du systéme nociceptif. Dans un premier temps nous
avons voulu vérifier que le modéle VPA, utilisant une souche différente de celles
traditionnellement utilisées, est un modele de troubles du spectre autistes (TSA) présentant des
isomorphies comportementales avec la pathologie humaine. Dans un second temps, nous avons
évalué la sensibilité de ces animaux a différentes modalités somatosensorielles, avec un intérét
particulier pour la nociception. Finalement, nous avons souhaité explorer le fonctionnent de
deux acteurs du systéeme nociceptif, les neurones sensoriels des ganglions rachidiens (DRG)
ainsi que le réseau de la corne dorsale de la moelle épiniére (CDME).

Ces questions ont été abordées en utilisant une combinaison de tests comportementaux,
d’imagerie du calcium libre intracellulaire sur des cultures de neurones de DRG, de dosages de
neurotransmetteur dans la CDME par spectrométrie de masse ainsi que des enregistrements
électrophysiologiques des neurones le la lamina Il de la CDME.

Les résultats décrits ci-avant sont résumeés dans des tableaux récapitulatifs pour les données
comportementales (Table 7) et les procédures ex-vivo (Table 8).

IIs indiquent que les souris de souche CD1 exposées au VPA présentent des altérations
développementales, une diminution de la sociabilité ainsi que des comportements restreints et
répétitifs qui sont les symptdmes principaux des TSA. De plus, nous avons aussi observé des
altérations sensorielles olfactives, des troubles locomoteurs ainsi que cognitifs qui
s’apparentent a des symptomes auxiliaires des TSA. Ces caractéristiques permettent de
considérer le modéle VPA comme un modéle de TSA. Il est intéressant de préciser que la
majorité des altérations que nous avons observées concernaient majoritairement les animaux
males exposés au VPA, les animaux femelles étant moins affectés, reproduisant certaines
différences de sexe observés dans les TSA. Les altérations somatosensorielles observées
suggerent une augmentation de la température de confort, une sensibilité nociceptive au chaud
des animaux VPA diminuée ainsi qu’une hyposensibilité a différents modeles de douleur aigle.
Cependant, ces observations ne sont observées qu’a 1’age post-pubertaire et majoritairement
chez les animaux males exposes au VPA.

Les neurones sensoriels d’animaux VPA montrent également €lévation de calcium
intracellulaire plus transitoire lors d’une stimulation par un agoniste des récepteurs TRPV1
nociceptifs au chaud. Finalement, Le réseau de la Lamina Il de la CDME montre des
modifications chez les animaux VPA de la transmission synaptique excitatrice et inhibitrice,
sans modification apparente de 1’équilibre entre ces deux composantes.

Dans les paragraphes suivants, différents aspects du projet ainsi que des résultats obtenus sont
discutés, mis en relation avec certains résultats complémentaires ou préliminaire ainsi qu’avec
les données de la littérature.
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I. L’EXPOSITION AU VPA CHEZ LA SOURIS CD1, UN
BON MODELE DE TSA ?

Il est important de considérer que la majorité des études précédentes utilisant 1’exposition
prénatale au VPA comme modéle de TSA chez les rongeurs ont été réalisées chez le rat ou la
souris C57BL/6 pour plusieurs raisons. Le rat est un animal naturellement sociable facile a
utiliser pour les études comportementales et le modele historique d’exposition au VPA dans la
cadre des TSA. La souris C57BL/6 est une souche consanguine tres sociable présentant une
faible variabilité génétique et pour laquelle de nombreux mutants sont disponibles afin de
préciser les mécanismes cellulaires pouvant conduire & des comportements autistiques. Le
modele VPA chez ces animaux est trés bien caractérisé pour la présence de comportements
TSA-like 293297298305 Cependant, ils présentent certains biais, notamment la souris C57BL/6,
dont la consanguinité ne reproduit pas la notion de spectre autistique retrouvé en clinique du
fait d’une variabilité interindividuelle importante dans la population humaine et la mosaique de
symptomes observée dans les TSA. C’est dans ce contexte que nous avons choisi d’utiliser une
souche non-consanguine et génétiquement plus variable, la souris CD1%*'. De ce fait, nous
avons caractéris€¢ a nouveau un certain nombre d’observations précédentes effectuées dans le
modele VPA afin de vérifier la validité du notre. Ces résultats sont discutés dans cette partie
afin d’évaluer la pertinence de notre modele par rapport a ce qui est décrit chez I’homme a
travers la présence d’isomorphies comportementales.

1. Validé de construction, la toxicité d’une injection de
VPA durant la grossesse

Le VPA a été démontré comme étant tératogéne chez les humains?®® et les rongeurs 344, Notre
étude observe une réduction du nombre de grossesses atteignant le terme. Ceci peut étre
expliqué par des phénomeénes de résorption feetale déja décrit®*. Cette observation est
corroborée par la diminution du nombre de souriceaux dans chaque porté. De plus, le VPA
entraine I’apparition de problemes développementaux qui peuvent étre Iétaux de maniére post-
natale. Il est intéressant de remarquer que I’injection de VPA ne modifie pas la probabilité
d’avoir des souriceaux males ou femelles, conformément a ce qui a été décrit précedemment
chez la souris C57BL/6%*,
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2. Isomorphies comportementales avec les symptomes
de TSA

2.1. Des altérations développementales

Nos résultats montrent un poids inférieur des animaux VPA par rapport aux controles, ce qui
est cohérent avec les observations précédentes effectuées chez le rat?®’*2 et la souris®®.
Cependant, bien que cette différence soit présente dés la naissance chez les femelles, elle
n’apparait qu’apreés la puberteé chez les males, ce qui contraste avec les observations précédentes
dans une autre souche de souris®®®. Il est important de préciser que les animaux VPA ne
présentent pas de retard de croissance, le décours de la courbe de prise de poids n’étant pas
significativement différent entre les groupes témoin et VPA (données non présentées).

Nous avons observé un retard a I’ouverture des yeux chez les animaux VPA, consistant avec
les études précédentes chez le rat et la souris?®24534 Cependant, ce retard n’est observé que
chez les méles a P13, ce qui contraste avec des observations faites chez la souris C57BL/6 pour
laguelle, bien que plus marqué chez les males, les animaux des deux sexes présentaient ce
retard®*, 11 est intéressant de remarquer qu’a P15, tous les animaux ont les deux yeux ouverts
sauf les animaux VPA males, ce qui a déja été observé précédemment chez la souris BALB/c**.

Nous avons évalué le développement sensori-moteur en observant le réflexe de retournement a
P5 et avons constaté une latence significativement plus élevée chez les animaux VPA femelles.
Ceci contraste avec ce qui été observé précédemment puisque les animaux des deux sexes
présentaient une latence plus élevée®®. Cependant, dans leur étude, Yang et collaborateurs
avaient observé que celle-ci n’était significative qu’a P9 pour les femelles et de P7 a P9 pour
les méles. Il est intéressant de remarquer que lors de la réalisation de ce test sur un lot d’animaux
différent, nos résultats complémentaires montrent une augmentation de la latence chez les males
a P7, P9 et P11 alors gue seulement une tendance chez les femelles a P11 (Annexe 2A et 2B).
Ceci est corroboré par une étude qui montrait que chez des souris CrlFcen:CF1 femelles
exposées au VPA une différence dans le réflexe de retournement a P3 n’était plus significative
a P73 Ainsi, il semble que les altérations soient variables en fonction de la portée ainsi que
de I’age auquel les tests sont effectués. Il est a noter que ces altérations sensorimotrices ne sont
pas observables dans tous les tests. Par exemple nous n’avons pas observé de différences entre
VPA et contrbles dans le test de géotaxie négative (Annexe 2C et 2D).

Une diminution de la préférence pour les signaux d’origine maternelle a déja été observée dans
des modéles de TSA génétiques et environnementaux comme le modeéle VPA32348_ En ytilisant
le test de préférence pour I’odeur maternelle comme décrit précédemment, nous avons observé
une diminution du temps passé a renifler la litiere maternelle chez les femelles seulement,
cohérent avec ce qui a été observé précédemment chez le rat®2%. En effet, dans I’étude de White
et collaborateurs, un autre paramétre comme le nombre d’épisodes sur la sciure maternelle était
modifié chez les males VPA, ce qui n’a pas ét¢ évalué dans cette étude. Il est cependant difficile
de savoir si ces altérations sont dues a une préférence réduite pour des signaux familiers
maternels ou a une diminution de la discrimination olfactive qui est importante chez les
rongeurs pour 1’orientation spatiale, notamment lorsque le systéme visuel n’est pas encore
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fonctionnel. En effet, plusieurs études décrivent une discrimination olfactive réduite chez les
animaux VPA lors du développement3493%0,

Globalement, les animaux VPA présentent des altérations développementales mais celles-ci
sont différentes en fonction du sexe. D’autres études décrivent des altérations
développementales sexe-spécifiques chez des rats exposés au VPA avec par exemple chez les
femelles des altérations sur le plan du développement physique alors que chez les males plutét
sur le plan du développement moteur®®. Cependant, dans notre étude, la plupart des
altérations concernent les femelles ce qui contraste avec d’autres observations qui décrivaient
un nombre d’altération plus important chez les males VPA303%2,

2.2. Les symptdmes principaux des TSA

Les observations comportementales les plus courantes pour la validation d’un modéle de TSA
sont une diminution de la sociabilité ainsi que la présence de comportement restreint et/ou
répétitifs?®’,

2.2.1. Sociabilité

Nous avons utilise deux méthodes différentes pour évaluer cet aspect. Premiérement, le test des
trois chambres, le plus utilisé pour évaluer la sociabilité chez les rongeurs®3. Dans nos
expériences nous avons évalué la préférence sociale d’un animal pour un congénere par rapport
a un objet neutre et observé une diminution de I’index de sociabilité chez les males VPA, ce
qui est cohérent avec une diminution de préférence sociale décrite dans des études
antérieures303305:346349.354 " De plus, nous avons également utilisé un test d’interaction sociale
directe et observé une diminution du nombre de poursuites initiées par les animaux VPA males.
Ceci démontre une diminution de la motivation a initier des contacts sociaux. Il est important
de noter que nous avons aussi observé une faible proportion d’animaux agressifs chez les males
VPA, comparable a celle décrite dans la littérature®.

De maniere intéressante, ces altérations de la sociabilité ne sont observées que chez les
animaux males. Cette observation est en accord avec ce qui a été précédemment décrit chez le
rat349:350.36.357 et 13 souris®*%34’, De plus, chez les femelles contrdle et VPA ; nous observons
une préférence sociale faible. Ceci entre en contradiction avec la plupart des études qui
retrouvent une sociabilité similaire entre males et femelles®*®%>° mais des différences similaires
aux notres ont déja été observées chez le rat307:349:360,

2.2.2. Comportements restreint et/ou répétitifs

La présence de comportement restreint et répetitifs est souvent évaluée dans les modeles de
TSA en utilisant le toilettage spontané*®. Dans notre étude, nous observons une augmentation
du toilettage spontané chez les animaux VPA males, ce qui est cohérents avec les observations
faites précédemment303346.354  Cependant, de maniére similaire a la sociabilité, ceci n’est pas
observé chez les femelles. D’autres études rapportent ce résultat bien que certaines observent
cette différence dans les deux sexes34¢37:3%°  Cependant, il est important de relativiser ce
résultat. En effet, lors de la quantification du toilettage spontané dans un bécher sur une période
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de 5 minutes, aucune différence n’a été observée (Annexe 3C). Ainsi il semble que cela
dépende du contexte et de la durée d’observation des animaux.

Notre étude a voulu observer si cette augmentation du toilettage pouvait étre induite en utilisant
une pulvérisation d’eau sucrée sur le pelage de I’animal comme décrit précédemment®?’. De
maniére intéressante, nous n’avons pas observé de différence dans le toilettage induit, ce qui
suggere que le toilettage augmenté n’a pas vraiment pour but de nettoyer le pelage mais
s’apparente plus & un comportement restreint ou répétitif.

De plus, le toilettage chez le rongeur est fréquemment réalisé selon une séquence précise et
dure plusieurs secondes voire minutes. Il existe cependant des petits toilettages rapides, qui ne
suivent pas de séquence compléte, n’ont pas forcément pour but un nettoyage et ont été suggérés
comme trés intéressants pour études des comportements restreints et répétitifs®*. Nous avons
essay¢ de différencier ces types de toilettage dans le test du bécher et bien qu’une proportion
plus importante d’animaux VPA males présente plus de 5 épisodes de « micro-toilettages »,
ceci n’est pas significativement différent des controles (Annexe 3D).

2.3.  Symptomes auxiliaires de TSA
2.3.1. Locomotion

Notre étude montre une diminution de la locomotion chez les animaux VPA males et femelles.
Ce résultat est cohérent avec ce qui a été observé chez la souris®#. En effet, chez les rats exposés
au VPA, les données sont contrastées et certaines études retrouvent une hyper locomotion®®,
une hypo-locomotion®! ou une locomotion similaire aux controles®®. De maniére générale
dans les modeles de TSA, les données sur la locomotion sont tres differentes en fonction du
modéle et de I’espéce et souche utilisée?®.

Les altérations motrices dans notre étude sont observees chez les maéles et les femelles
conformément & ce qui a été reporté précédemment dans le modeéle VPA3, Il aurait été
cependant intéressant de les caractériser plus en détail du fait du nombre importants de nos tests
comportementaux qui sont dépendants du systeme moteur.

2.3.2. Olfaction

Notre étude met en évidence la présence de troubles olfactifs et suggére une anosmie chez les
animaux VPA males reflété par une latence plus élevée pour déterrer la nourriture3?. Cecin’est
pas decrit dans les études utilisant le modéles VPA mais a déja été decrit dans d’autres modéles
animaux de TSA26325,

Etant donné que chez les rongeurs 1’olfaction est une modalité importante pour se repérer dans
I’espace et pour I’interaction sociale, on peut imaginer que la diminution de sociabilité observée
chez les males VPA soit due a une anosmie. Concernant cette problématique, une étude par
Thornton et collaborateurs a montre que des rats exposées au VPA présentaient une diminution
de sociabilité en I’absence d’anosmie et avec une discrimination olfactive préservée mais qu’ils
montraient une diminution de la préférence pour des signaux olfactifs de nature sociale3*°.
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2.3.3. Processus cognitifs

Nous avons observé que les animaux VPA males ont une latence plus élevée pour manger la
croquette dans le test de la nourriture enterrée plus importante que les contréles. La prise de
nourriture nécessite une pensée organisée et des processus cognitifs attentionnels et
motivationnels préservés®®2*%3 1’observation de troubles cognitifs notamment attentionnels
a déja été observée préférentiellement chez des animaux VPA males®4,

3. La variabilité et notion de spectre

Il est cependant nécessaire de relativiser nos résultats concernant la sociabilité dont 1’effet
semble faible et n’a été observé qu’a I’échelle d’une tendance statistique. Ceci est peut-étre
da a I'utilisation d’une souche murine non consanguine, la souche CD1. En effet, certaines
études démontrent que cette souche est naturellement trés peu sociable voir présente une
aversion sociale et une agressivité plus importante que la souche C57BL/6%%%%%6, Cependant,
certains auteurs suggerent que cette souche est aussi adaptée aux tests de sociabilité que les
autres mais du fait de la variabilité intrinséque, il est plus difficile d’obtenir une significativité
statistique et les résultats dépendent également du type de protocole utilisé®%3%7 Ceci est
illustré par le fait que nous observons une diminution significative de la sociabilité chez les
animaux VPA males seulement en regroupant les données centrées-réduites (Z-Score) des deux
tests de sociabilité, (Annexe 3A).

Nous avons choisi cette souche pour sa variabilité génétique, ce qui nous permet de nous
rapprocher de la situation clinique des TSA et d’établir un « spectre » de caractéristiques
autistiques. On observe qu’en effet certains animaux VPA présentent une sociabilité proche de
celle des contrdles alors que d’autres sont plus atteints.

4. Les différences sexuelles

Il est important de remarquer que dans notre étude, les males VPA présentent beaucoup plus
d’altérations que les femelles. Ces différences sexuelles sont fréquemment observées dans
d’autres études sur le modéle VPA®'. Cependant, elles ne sont pas retrouvées dans tous les
modéles de TSA et sont plus rares dans les modéles génétiques bien que parfois décrites36-36°,
Il est intéressant de noter que ces données font écho aux différences sexuelles observées dans
les TSA avec une prévalence chez les males plus importante®.

Cependant, dans notre étude, les femelles VPA présentent plus d’altérations développementales
mais moins d’altérations a 1’dge adulte que les males, ce qui laisse supposer un role des
hormones sexuelles. En effet, certaines études démontrent que les altérations dans certains
modeles animaux de TSA en sont dépendantes car des femelles injectées précocement avec de
la testostérone développent plus alors qu’au contraire 1’injection d’estradiol a des males juvénile
diminue les comportements TSA-like 37031 Tl semble que I’effet protecteur des femelles vis-a-

112



vis du VPA est aussi dépendant de la méthylation de I’ADN qui est différente entre les males
et les femelles®’2,

Mais ces différences sexuelles fréquemment décrites dans les modéles de rongeurs exposés au
VPA sont a relativiser car elles différent grandement de ce qui est observé chez I’humain. En
effet, le ratio male/femelle des TSA dans une population exposée au VPA lors de la grossesse
est de 2,4 alors qu’il est de 4,4 chez les non exposés®®. Ceci suggére clairement que chez
I’humain, I’exposition au VPA augmente le risque de TSA chez les femelles de maniére plus
importante que chez les males ce qui est I’inverse de ce qui est retrouvé chez le rongeur.

LE MODELE VPA CHEZ LA SOURIS CD1, UN BON MODELE
DE TSA ?

Ainsi, I’exposition prénatale au valproate (VPA) chez les souris CD1 entraine
I’apparition de troubles développementaux, diminue la sociabilité, provoque
I’apparition de comportements restreints et/ou répétitifs ainsi que des désordres
locomoteurs, sensoriel et cognitifs. Cependant, ces altérations sont différentes en
fonction du sexe. En effet, les femelles présentent plus d’altérations
développementales que les males alors qu’a I’age adulte elles sont relativement
épargnées. Cependant, 1’observation d’une variabilité importante, probablement
due a la variabilité génétique des animaux peut constituer un défi important bien
qu’elle représente un intérét particulier pour étudier la notion de « spectre
autistique » avec des individus plus atteints que d’autres dans la pathologie
humaine. Ce modele semble donc intéressant pour étudier les troubles du spectre
autistiques ainsi que les différences sexuelles qui y sont retrouvées tout en étant
conscient que les mécanismes chez I’humain pourraient étre différents.
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Il. LES ALTERATIONS SOMATO-SENSORIELLES

1. Préférence thermique

Notre étude démontre que les animaux adultes VPA maéles possédent une température de
confort plus élevée. Cette donnée contraste avec ce qui a été observe dans le modéle murin
shank3-/-, ou les animaux adultes démontraient une préférence thermique similaire aux
contréles. Cependant, dans cette étude, le dispositif ne présentait pas un gradient mais un choix
entre deux températures ce qui peut limiter les capacités a distinguer un décalage subtil de la
température de confort comme dans notre étude®®
température de confort chez les animaux VPA males adultes était accompagnée d’une
augmentation de la température corporelle. La modification de la température de confort
pourrait ainsi étre le reflet d’une différence entre la température du dispositif et de 1’animal
réduite pour a température de confort des contrbles, poussant les males VPA vers une
température de confort supérieure.

. De maniére intéressante, 1’élévation de la

2. Sensibilité mécanique

Un certain nombre d’études retrouvent des anomalies de la sensibilité mécanique chez des
animaux modéle de TSA avec des  hyper-sensibilitg304312314-316319 = deg
hyposensibilité302304.309317 majs certaines observent des sensibilité préservées®®3!8. 319 Dans
notre étude, les résultats sont contrastés et dépendent de 1’age, du sexe et du test.

Premiérement, a 1’aide du test des filaments de VonFrey qui évalue la sensibilit¢ mécanique
statique ou punctiforme, aucune différence n’a été observee a part une tendance a une hyper-
sensibilité chez les femelles VPA adultes. 1l est aussi intéressant de noter que certains animaux
VPA males juvénile possedent des seuils mécaniques trés élevé par rapport a la moyenne,
indiquant que certains animaux seulement pourraient présenter ces caractéristiques, renforcant
I’idée de spectre.

Deuxiémement, nous avons utilisé le test du coton tige effilé pour mesurer la sensibilité
mécanique dynamique. Nous avons observé une hyper-réactivité chez les animaux VPA males
seulement a I’age juvénile.

Ensemble, ces résultats contrastent avec ce qui été observe dans le modele VPA. En effet, une
hypersensibilité mécanique est décrite chez des souris CD1 males juvéniles et adultes exposées
au VPA ainsi qu’une hypersensibilité transitoire chez des rats males juvéniles?®’32°, Ceci peut
étre expliqué par I’approche expérimentale différente ainsi que les différences génétiques entre
les souches de souris CD1 notamment en fonction de 1’éleveur®*373,
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3. Sensibilité au froid

Des etudes précédentes retrouvent des anomalies de la sensibilité au froid chez des animaux
modéle de TSA avec un hyper-sensibilité®!2, un hyposensibilité®°® mais certaines observent une
sensibilité préservée®**313, Dans notre étude, la sensibilité des animaux VPA était comparable
a celle des contrbles. Nous avons utilisé le test du plantar au froid, mais il serait intéressant de
réaliser des tests différents comme celui de la plaque froide ou de 1I’évaporation de I’acétone
comme décrit précédemment afin de confirmer ce résultat®”,

4. Sensibilité nociceptive au chaud

Les etudes antérieures retrouvent des anomalies de la sensibilité nociceptive au chaud chez des
animaux modeles de TSA avec une hyper-sensibilité3®, une
hyposensibilitg302304,306309.311312.315317 ' majs  certaines  observent  une  sensibilité
préservée304,312,313,318 )

Notre étude montre une hypo-réactivité des males et femelles adultes VPA avec le test de la
plaque chaude statique. Ceci est cohérents avec les observations précédentes suggérant une
hyposensibilité chez le rat?7:307398:375 gt |a souris®%33%° exposés au VPA. Cette apparition a I’age
adulte lors de stimulation de la patte est décrite chez le rat?®” mais 1’inverse a déja été observé
lors d’une exposition post-natale aux VPA3"®. De maniére intéressante, notre paradigme inclue
la réalisation de trois mesures rapprochées pour éviter un apprentissage ou une aversion comme
suggéré précédemment®”’. Alors que chez les controles, la latence de réponse est stable, les
animaux VPA démontre une variabilité inter-test importante (Annexe 4A et 4B). Ceci a déja
été décrit dans le cadre des TSA pour lequel une modification de la sensibilité était observé
avec une grande variabilité inter-expérience?”13,

Nous avons souhaité préciser ce résultat en réalisant un protocole de plague chaude incrémentée
ce qui permet de définir des variations de seuil nociceptif thermique®’®. Nous avons observé
une augmentation du seuil chez les méles VPA seulement. Ce résultat suggere que 1’hypo-
réactivité observée chez les femelles VPA adultes n’est pas due a une modification du seuil
nociceptif alors que chez les males ceci y participe au moins en partie.

De maniére intéressante, le test d’immersion de la queue démontre des résultats contradictoires
(Annexe 4G et 4H). En effet, il suggere une hyper-sensibilité chez les animaux VPA males et
femelles des 1’age juvénile. Déja chez des rats exposés au VPA, Schnneider et Przewlocki
décrivaient des résultats différents entre la sensibilité thermique nociceptive évaluée au niveau
de la queue et celle évaluée au niveau de la patte?®. De plus, le test d’immersion de la queue
nécessite une contention qui peut étre source d’analgésie induite par le stress chez les contrdles
tandis que les animaux VPA ont été observés comme étant plus docile vis-a-vis de la
contention®"°*, De plus, ces deux tests ne mettent pas en jeu les mémes systémes. En effet, le
retrait lors de I’immersion de la queue est principalement médié par un réflexe spinal alors que
le test de la plaque chaude repose sur des composantes plus intégrées®?.
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5. Répertoire comportemental nociceptif

I est cependant incertain d’aprés les études chez I’homme si les individus atteints de TSA
présentent de réels troubles de la sensibilité ou si ce sont la maniére dont ils font face a une
situation douloureuse et 1’expriment qui est différente?®?. Cette étude a donc observé le
répertoire comportemental nociceptif lors du test de la plaque chaude statique comme
précédemment décrit 382384,

Nous observons une tendance a une modification de ce répertoire comportementale a 1’age
juveénile chez les femelles VPA seulement. En effet, la proportion de réponses impliquant les
pattes avant est augmentée par rapport a celle impliquant les pattes avant. A 1’age adulte
cependant, nous observons une modification du répertoire comportemental nociceptif chez
les animaux VPA males et femelles. En effet, ils démontrent une augmentation de la
proportion de léchage de la patte arriere (licking hindpaw) au détriment d’une diminution de la
proportion de secouement (shaking hindpaw). Ceci pourrait étre expliqué par les différences
que présentes ces deux réponses vis-a-vis des systémes qu’elles stimulent. Un secouement
activant probablement des fibres proprioceptives alors qu’un léchage des fibres tactiles, menant
a une modulation de la nociception par des stimuli non-nociceptifs qui pourraient étre modifiés
chez les animaux VPA.

De plus, il est intéressant d’observer I’absence de réaction de fuite de type saut (Jumps) chez
les animaux VPA adultes. Cependant, ceci n’est pas forcément spécifique a une situation
nociceptive car nous I’avons observé aussi chez les méales VPA dans le test du bécher, suggérant
ces animaux comme étant plus résilient vis-a-vis d’un contexte stressant, ce qui a déja été
suggeéré par certaines études (Annexe 3B) 385386,

6. Modele de douleur aigué

6.1. Testa la capsaicine

Des modifications de la réponse sont déja décrites dans différents modéles de TSA avec une
diminution de la réponse dans les modeles shank3-/-, fmrl-/- et BTBR3%43 et une
augmentation dans le modéle cntnap2-/-31°. Notre étude montre une diminution de la réponse
des animaux VPA males a I’age adulte. Ce test consiste en 1’activation directe des afférences
primaires exprimant le récepteur TRPV1 mais certaines études suggérent aussi une composante
inflammatoire®’. Dans un modele shank3, la diminution de la réponse a la capsaicine avait été
expliquée par une diminution de I’expression des récepteurs TRPV1 a la membrane des
neurones sensoriels®.

6.2. Testa laformaline

Des modifications de la réponse a la formaline sont déja décrites dans différents modéles de
TSA avec une diminution de la réponse dans les modéles cntnap2-/-, fmrl-/- et BTBR3%4:315318,
Notre étude montre une diminution de la réponse durant la phase tardive uniquement chez les
animaux VPA males adultes. L’intégrit¢ de la premicre phase suggere que 1’activation des
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afférences primaires par la formaline n’est pas différente chez les animaux VPA. De plus,
I’interphase n’étant pas modifiée, les phénoménes d’inhibition de la douleur semblent étre
fonctionnels chez les animaux VPA®®, La phase tardive étant diminué, cela suggére des
mécanismes de sensibilisation centrale neuro-immuns modifiés chez les animaux VPA
males

Il peut-étre aussi intéressant de remarquer la différence de réponse des femelles par rapport aux
males. Il a déja été décrit une réponse plus importante chez les femelles expliquée par une
modification de la libération de neuropeptides par les fibres afférentes, au niveau de la
CDME3887390

7. Corrélations

Notre étude retrouve par plusieurs corrélations un lien entre des comportements TSA-like et
la modification de réponses nociceptives, notamment entre la réactivité au chaud et la
sociabilité. En effet, il semble que les animaux les moins réactifs donc potentiellement les moins
sensibles soient les moins sociaux. Cependant, cette corrélation est aussi retrouvée chez les
males controle. Ceci est un argument pour renforcer 1’idée de spectre autistique, avec des
caractéristiques des TSA retrouvé chez tous les individus. De maniére similaire, une corrélation
entre la latence pour manger la croquette dans le test de nourriture enterré, reflétant des
processus cognitifs et attentionnel ainsi que la sensibilité a la capsaicine a été observé chez les
animaux VPA males. Ces résultats font écho a ce qui est décrit chez I’homme avec un impact
de facteurs attentionnel et du quotient intellectuel sur la sensibilité a la douleur sur la sensibilité
thermique chez des individus atteints de TSA33:214:226

L’ensemble suggére que les variations de sensibilité dans le cadre des TSA ne doivent pas étre
interprétées de maniére isolée mais mises en perspective avec d’autres caractéristiques
notamment cognitives ou contextuelles.

8. Effet de I’age

Il est surprenant de constater que la plupart des altérations apparaissent a I’Age adulte et ne
sont pas présentes durant la période juvénile. Plusieurs études décrivent ce phénomeéne dans le
modéle VPA pour la locomotion par exemple®*137>, Quelques études au contraire démontre
I’apparition d’altérations, comme des comportements répétitifs, disparaissant a I’age adulte®’®.
De plus, de maniére similaire a notre étude par exemple, des rats VPA développent une hypo-
réactivité dans le test a la plaque chaude a 1’age adulte seulement, mais cette hypo-réactivité est
retrouvée plus précocement lors de I’injection de doses de VPA plus élevées, suggérant que
pour que des altérations soient présent des la période juvénile cela nécessite plus d’altérations
cellulaires et moléculaires®”®. Nous pouvons nous demander si le passage a la période adulte
rend les animaux, et notamment les males, plus susceptibles de développer des altérations
comportementales et pourrait impliquer les hormones sexuelles, notamment la testostérone. En
effet, certaines études démontrent de altérations de la signalisation androgénique dans le modele
VPA dépendante de I’age3L,
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LA SENSIBILITE SOMATOSENSORIELLE DES ANIMAUX VPA

Les animaux exposés au VPA présentent des altérations somatosensorielles qui
different selon la modalité et 1’dge. En effet les modalités mécanique et
thermique au froid semblent relativement préservées alors que la modalité
nociceptive thermique au chaud semble plus altérée. Lors de la réalisation de
modele de douleur aigue, une hypo-réactivité des males exposés au VPA est
observée et suggere des modifications de mécanismes centraux. Cependant, ces
altérations sont seulement observables a I’age adulte et majoritairement chez les
animaux males. De maniére intéressante, certaines altérations nociceptives sont
corrélées avec des comportements « autistiques ». Ces données font écho a celles
chez I’humain pour lesquels les résultats varient en fonction de la modalité
étudiée. Bien qu’il soit treés difficile d’effectuer un paralléle entre le
développement murin et humain, I’observation de peu de modifications & un age
juvénile contraste curieusement avec la situation clinique ou les TSA sont
majoritairement diagnostiqués chez 1’enfant.
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IIl. LESYSTEME NOCICEPTIF AU NIVEAU
CELLULAIRE ET MOLECULAIRE

1. Les neurones sensoriels

Un certain nombre d’études sur des modeéles animaux de TSA pointent vers une altération des
neurones sensoriels®®>313. Ceci est appuyé par des études chez 1’homme qui observe une
diminution de la densité des fibres périphériques chez des patients TSA??%,

1.1. Proportion de neurones sensoriels exprimant TRPV1

Notre étude observe une proportion de réponse a la capsaicine entre 20 et 30% chez les neurones
d’animaux « contrble », ce qui est cohérent avec les descriptions précédentes sur notre souche
de souris et notre concentration capsaicine et les proportions retrouvées in-situ3%:392-394,

Notre étude montre une augmentation de la proportion de réponse a la capsaicine (caps+) chez
les neurones de males VPA. Ce résultat contraste avec les études précédentes dans des modeles
murins de TSA qui retrouvaient une diminution de la proportion de réponse3'2 ou une proportion
inchangée3'®.

Cependant, cette différence doit étre interprétée avec précaution du fait des changements
qu’entraine la réalisation d’une culture cellulaire vis-a-vis des tissus initiaux, dépendants de la
dissociation enzymatique et mécanique ainsi que du temps de culture. Par exemple, dans
certaines études la variation du nombre de neurones TRPV1 positifs observée en
immunohistochimie dans des conditions pathologiques n’était pas retrouvée dans la culture des
DRG de ces mémes animaux ou inversement3*3%_ Ainsi, notre résultat devra étre confirmé in
situ avant de pouvoir conclure sur le nombre de neurones exprimant TRPV1 chez les animaux
VPA.

Pour s’affranchir des variations inhérentes a la culture vis-a-vis de la situation in-situ, nous
avons effectué une analyse complémentaire en fonction de la taille des neurones, décrite comme
différente en fonction des différents sous-types de fibres afférentes®*®*°’ (Annexe 5).

Ainsi la distinction entre les petits et moyen-larges neurones montre que 1’augmentation de la
proportion de réponse a la capsaicine chez les neurones de males VPA serait plutdt dans la
catégorie des moyens-larges (>250um?) (Annexe 6A). Ceci fait écho a une étude précédente
qui avait décrit que certaines cellules de diamétre moyen/large répondaient a la capsaicine chez
les animaux cntnap2-/-, modéle de TSA, alors que ce n’était pas le cas chez les contrdles®?®.

Cependant, il est intéressant de remarquer, qu’aucune étude ayant évalué la distribution des
marqueurs traditionnels des différente population de neurones sensoriels in-situ dans des
modeles animaux de TSA n’a retrouvé de différences suggérant que la présence des différents
acteurs cellulaire n’est pas modifi¢®**31>318_ De plus, bien que certaines études décrivent une
modification de ’innervation périphérique ou centrale par les fibres sensorielles®!?, la plupart
ne retrouve pas de différences®®31>%18  Ces données orientent les hypothéses vers des
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modifications fonctionnelles plutét que des changements morphologiques des neurones
sensoriels dans le cadre des TSA.

1.2. Quantification de la réponse a la capsaicine

Notre étude observe une amplitude de réponse a la capsaicine similaire entre les neurones VPA
et controles, ce qui contraste de ce qui avait eté observé précédemment dans le modéle murin

shank3-/- dans lequel I’amplitude de la réponse était réduite>?,

Cependant, I’augmentation de calcium libre intracellulaire lors d’une application de capsaicine
prend souvent la forme d’un plateau qui peut se maintenir®®. En quantifiant ce retour du pic de
réponse aprés 1’application nous avons observé que les neurones VPA ont un retour plus
important que les neurones d’animaux témoins, suggérant une cinétique plus rapide. Ce genre
de phénomeéne a déja été observé dans certaines conditions pathologiques et avait suggéré une
désensibilisation des récepteurs TRPV1 plus importante®®,

Cette désensibilisation peut étre influencée par de nombreux facteurs comme la
phosphorylation du récepteur ou le calcium intracellulaire et entrainer I’internalisation et la
dégradation du récepteur donc une réponse plus courte®:39%3% Cependant, nous ne pouvons
pas exclure qu’il s’agisse d’une régulation du calcium (chélation, extrusion...) différente dans
les neurones dérivés d’animaux VPA.

Il est important de noter qu’une désensibilisation des récepteurs TRPV1 plus rapide dans les
neurones d’animaux VPA est cohérente avec 1I’hypo-réactivité de ces animaux lors d’une
stimulation nociceptive chaude et la diminution de la réponse des souris VPA males a une
injection de capsaicine. Il reste cependant a comprendre pourquoi les femelles, dont les
neurones sensoriels montrent aussi une cinétique de retour plus rapide, ne possédent pas cette
diminution de réponse a la capsaicine.

1.3. La concentration cytosolique en calcium libre au repos

Notre étude montre que la fluorescence basale est plus élevée dans les neurones de males VPA.
Etant donné que nous avons utilisé une sonde fluorescente ratiométrique, le Fura-2, ce résultat
reflete la concentration en calcium libre dans le cytosol de la cellule. De plus, cette
augmentation est indépendante du statut de réponse vis-a-vis de la capsaicine et de la taille
(Annexe 7A). Aucune étude a notre connaissance ne rapporte de variations de la concentration
en calcium libre intracellulaire dans des modéles animaux, cependant, un certain nombre
d’acteurs de I’homéostasie du calcium sont retrouvés mutés dans les TSA humain et pourraient
donc expliquer notre observation 4%,

1.4. Laréponse a une dépolarisation

Nous avons appliqué une concentration de haut potassium pour vérifier dans un premier temps
que les cellules enregistrées étaient des neurones mais la quantification de la réponse révele des
résultats intéressants. En effet, I’amplitude de la réponse au potassium est augmentée dans les
neurones males VPA, indépendamment du statut caps et de la taille (Annexe 7B). Ceci est
cohérents avec ce qui a été observé dans le modéle murin cntnap2-/- qui présentait une
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excitabilité augmentée des neurones sensoriels de petit/moyen diamétre®'® mais contraste avec

les résultats dans le modéle murin shank3-/- pour lequel ’excitabilité était inchangée 313, Ces
changements de I’excitabilité¢ pourraient étre li¢ a la modification de I’expression de canaux
potassiques comme déja décrit dans les modéles cntnap2-/- et mecp2-/- ou d’autres canaux
voltage-dépendants31>40L,

Nous observons aussi une différence dans les neurones caps- des femelles VPA mais il convient
de rester prudent quant a ’interprétation de cette différence. La distribution de I’amplitude ne
semble pas étre similaire entre le groupe témoin et VVPA, ce qui est apparait comme une
différence par une approche statistique non paramétrique, mais ne reflete pas forcément une
différence de I’amplitude moyenne de la réponse. Cependant, 1’observation d’une augmentation
de I’amplitude de la réponse dans les neurones de femelles VPA de taille moyenne/large
(Annexe 7B) suggérent qu’une excitabilité augmentée pourrait étre présente dans des neurones
sensoriels non nociceptifs comme des mécanorécepteurs.

Nous observons aussi une cinétique apres application de potassium majoritairement préservée.
Seuls les neurones males VPA caps- démontrent une tendance a une cinétique plus lente mais
celle-ci n’est pas retrouvée lors de la discrimination par taille des neurones de DRG (Annexe
7C).

LES NEURONES SENSORIELS DANS LE MODELE VPA

L’observation d’une amplitude de réponse a la capsaicine inchangée mais d’une
cinétique de plus rapide chez les animaux VPA males et femelles suggere des
différences dans le mécanisme de désensibilisation des récepteurs TRPV1 ou de
régulation du calcium intracellulaire. Cependant, ceci n’est pas observé lors
d’une augmentation de calcium induite par une dépolarisation, ce qui renforce a
premiere hypothése. De plus, les neurones males VPA montrent des
caractéristiques laissant supposer un calcium intracellulaire au repos plus élevé
et une excitabilité plus importante.

Ces résultats sur les neurones sensoriels chez des modéles animaux de TSA
suggerent des modifications fonctionnelles subtiles plutét que morphologiques.
Ces modifications peuvent atteindre tous les types de fibres pouvant donner lieu
a des phénotypes trés différentes concernant la sensibilité a différentes modalités.

Il est intéressant de remarquer qu’une désensibilisation plus rapide des récepteurs
TRPV1 ou un tamponnage du calcium plus important apres activation chez les
animaux VPA pourrait sous-tendre I’hypo-réactivité nociceptive au chaud
observée.
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2. La corne dorsale de la moelle épiniere

Le réseau de la CDME est important pour filtrer et intégrer les informations nociceptives ainsi
que les modulations en provenance des centres supra-spinaux avant leur transmission aux
centres supérieurs et 1’élaboration d’une sensation de douleur'*:!42. Un certain nombre
d’altérations au niveau de la corne dorsale de la moelle épinicre ont déja été retrouvé dans des
animaux modeéles de TSA310:313315:318,320

2.1. La CDME en conditions basales
2.1.1. Le contenu en neurotransmetteurs

Chez les individus atteints de TSA, une modification de la concentration de certains
neurotransmetteurs a déja été observé, comme une augmentation de la quantité de GABA ou
de glutamate dans le cortex préfrontal et le striatum par exemple?’%4%2, De plus, dans plusieurs
modeles de TSA, dont le modele VPA, les quantités des neurotransmetteurs tels que le
glutamate, le GABA ou la glycine ont aussi été observées comme modifiées dans certaines
structures comme le striatum ou 1’hippocampe par exemple?’%4%,

Notre étude, cependant, ne retrouve pas de modification de la quantité de glutamate, GABA
et Glycine, suggérant que chez les animaux VPA, le réseau de la CMDE n’a pas de
modifications drastiques en concentration de neurotransmetteurs.

Il est intéressant de considérer que des monoamines notamment de la sérotonine et de la
noradrénaline sont libérées au niveau de la CDME par des fibres d’origine supra-spinales
impliquée dans les « contréles descendants de la douleur »'°>1%8 Notre étude de retrouve pas
de modifications de la quantité de Noradrénaline et de Sérotonine au niveau de la CDME,
suggérant que les fibres en provenance des centres supra-spinaux sont préservées, en tout cas
dans leur contenu en neurotransmetteurs.

Ce résultat contraste avec certaines observations qui décrivait que 1’exposition prénatale au
VPA modifiait la concentration en monoamines dans différente structures et induisait une
hyper-sérotoninémie®®4%, En effet, environ un tiers des individus avec TSA présente une
hyper-serotoninémie®®4%_ || faut cependant relativiser ce résultat qui ne refléte que la
concentration de ces médiateurs dans les terminaisons spinale et en aucun cas le fonctionnement
et ’intégrité des structures supra-spinales desquelles elles proviennent. En effet, certaines
altérations du Locus Coeruleus, a 1’origine des terminaisons noradrénergiques ont déja été
décrite dans le cadre des TSA%07:408,

L’intégrité du contenu en neurotransmetteurs dans la CDME va de pair avec la plupart des
études dans des modéles TSA qui ne décrivent pas de variations architecturales majeures dans
des conditions basales de la CDME313:315318,
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2.1.2. Latransmission synaptique

Afin de rechercher des changements fonctionnels dans les réseaux de neurones spinaux
impliqués dans la nociception, avons enregistré les transmissions excitatrice et inhibitrice
spontanées au sein de la lamina Il de la CDME.

2.1.2.1.  Latransmission synaptique excitatrice

& Le cas des animaux males

Concernant la transmission synaptique excitatrice, notre étude montre une diminution de
fréquence des SEPSCs chez les animaux VPA males accompagnée d’une diminution de la
proportion des évenements synaptiques de plus grande amplitude. Ceci pourrait &tre induit par
une diminution du nombre de potentiels d’action au sein du réseau. Ce scénario est en effet
envisageable étant donné les modifications d’excitabilité retrouvées dans le modéle VPA*,

Cependant, nos résultats préliminaires basés sur I’enregistrement des EPSCs miniatures
(mEPSCs) en présence de tétrodotoxine (TTX), bloquant les canaux sodium voltage-
dépendants et donc la génération de potentiels d’actions au sein du réseau, montre une
augmentation de fréquence accompagnée d’une diminution de I’amplitude médiane (Annexe
8B et 8D).

De maniere intéressante, cette diminution d’amplitude des mEPSCs ne semble pas étre due a
un décalage global de la distribution, ce qui aurait pu suggérer des changements post-
synaptiques des récepteurs du glutamate, mais seulement a la présence de mEPSCs d’amplitude
plus élevée constituant un « épaulement » de I’histogramme chez les méles contréles qui est
abolie chez les animaux VPA. De plus, ces événements de « I’épaulement » montrent des fronts
de montée similaires aux mMEPSCs les plus petits ce qui suggere qu’ils ne sont pas dus & une
sommation d’événements distincts. Ainsi, I’amplitude supérieure de ces mEPSCs « contrdle »
pourrait traduire une augmentation locale de concentration en calcium libre plus forte ou plus
durable aux sites présynaptiques générant des évenements plus amples. En effet, ces
mécanismes d’amplification présynaptique ont été décrits et pourraient impliquer des
canaux voltage-dépendants a bas seuil d’activation tels que des canaux sodium insensibles a
la TTX ou des canaux calcium #1%411 [ ’expression de ces canaux pourrait étre altérée dans le
modele VVPA et expliquer I’absence de ces événements.

L’augmentation de la fréquence des mEPSCs alors que celle des SEPSCs est diminuée chez les
males VPA par rapport controles est complexe a expliquer. Ces observations pourraient étre
induites par un effet « réseau » et notamment une inhibition présynaptique plus importante
dans le groupe VPA qui disparaitrait en présence de TTX*%2,
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Q Le cas des animaux femelles

Dans le cas des femelles VPA, notre étude montre une diminution de fréquence des SEPSCs
accompagnée d’une augmentation du nombre d’événements de grande amplitude par rapport
au groupe controle.

De maniere intéressante, cette diminution de fréquence persiste en présence de TTX mais
aucune variation d’amplitude significative n’est observée (Annexe 8B et 8D).

Ainsi contrairement aux males VPA, il semble que la diminution de fréquence soit indépendante
de la présence ou non de potentiels d’actions dans le réseau alors que la variation d’amplitude
I’est. Cette diminution de fréquence des mEPSCs chez les femelles VPA par rapport aux
animaux controles sans changement d’amplitude suggére un effet pré-synaptique avec une
probabilité de libération plus faible qui serait partiellement compensée en présence de
potentiels d’actions par une augmentation d’amplitude.

CONCLUSION SUR LA TRANSMISSION SYNAPTIQUE EXCITATRICE

Nos données suggérent une modification de la transmission synaptique excitatrice chez les
animaux VPA, avec des mécanismes différents en fonction du sexe. Ces données font écho a
d’autres études qui observent des altérations de la transmission synaptique excitatrice, par
exemple au sein de I’amygdale chez des rats males VPA®?!, Cependant, elles contrastent avec
celles de certaines études ne retrouvant pas de modifications en conditions basales, au sein des
neurones de la lamina II, de la fréquence ou de I’amplitude de la transmission synaptique
excitatrice spontanée chez les souris cntnap2 -/- ou miniature dans un modéle shank3-/- 31332°,
Dans ces études les auteurs ont effectué des comparaisons de moyennes de données, ce qui
masque souvent la présence d’éléments peu représentés dans la population. De plus, les types
de neurones présents dans la lamina Il sont hétérogenes sur le plan morphologique mais
également en termes de fréquence et parfois d’amplitude’®?. Ainsi, ces approches peuvent se
heurter a un probléeme de variabilité dans les moyennes que nous minimisons dans notre
approche utilisant la distribution cumulée des événements.

Nos données suggerent la modification chez les animaux VPA de I’excitabilité, de I’inhibition
pré-synaptique ou de 1I’amplification présynaptique par des canaux voltages dépendants a bas
seuil. Cependant, il reste difficile de conclure & un mécanisme précis dans notre systeme,
notamment concernant les variations de fréquence car les caracteristiques des sites pre-
synaptiques sont inconnues, notamment leur nombre qui pourrait étre modifié chez les animaux
VPA mais surtout leur origine. En effet, les synapses glutamatergiques dans la lamina 11 peuvent
provenir des afférences primaires, des interneurones locaux ou méme des contrbles
descendants. De plus nous ne pouvons pas exclure tout a fait des modifications des propriétés
de récepteurs post-synaptiques tels que les récepteurs NMDA par exemple, comme cela a été
décrit dans les neurones de la lamina Il de la CDME d’animaux shank2-/-, modéles de TSA3.
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2.1.2.2.  Latransmission synaptique inhibitrice

Dans la CDME, la transmission synaptique inhibitrice met en jeu deux neurotransmetteurs qui
sont responsables des IPSCs observés dans cette étude, le GABA et son action sur le récepteur
GABA-A et la glycine et son action sur son récepteur (GlyR).

& Le cas des animaux males

Concernant la transmission inhibitrice spontanée des males VPA, notre étude montre une
modification de la distribution des intervalles inter-événements sans modification de la
médiane, ce qui implique un changement trés faible de la fréquence de ces événements. Ce
point devra étre exploré plus en détail mais sera simplifié par une absence de différence. De
plus, les males VPA présentent une réduction de 1’amplitude.

De maniere intéressante, en présence de TTX, nous observons une augmentation de la
fréquence et de I’amplitude des mIPSCs (Annexe 8F et 8H). La variation de fréquence suggére
une probabilité de libération augmentée aux synapses inhibitrices des méales VPA qui serait
partiellement compensée par I’activité du réseau et la présence de potentiels d’actions. Par
exemple, comme indiqué précédemment, une inhibition présynaptique plus importante dans le
groupe VPA, abolie en présence de TTX*2,

Les variations d’amplitude sont plus difficiles a expliquer car pourraient impliquer un effet
post-synaptique avec des modifications des récepteurs GABA-A ou GlyR mais aussi pré-
synaptique avec une libération de libération de neurotransmetteurs modifiée.

Q Le cas des animaux femelles

Notre étude démontre une diminution importante de la fréquence des sIPSCs chez les femelles
VPA accompagnée d’une diminution de 1’amplitude. Une partie de ce résultat pourrait étre
expliqué par la diminution du nombre de potentiels d’action dans le réseau.

Cependant, lors de I’enregistrement de la transmission synaptique miniature, nous avons
observé une augmentation de fréquence accompagnée d’une augmentation d’amplitude des
mIPSCs, similaire a ce qui est observé chez les males (Annexe 8F et 8H).

L’augmentation de la fréquence des mIPSCs suggerent une probabilité de libération augmentée
aux synapses inhibitrices qui serait corrigée et méme inversée par I’activité du réseau et la
présence de potentiels d’actions comme avec 1’hypothése de 1’inhibition présynaptique plus
importante dans le groupe VPA, abolie en présence de TTX.

De maniére similaire aux males, les variations d’amplitude peuvent impliquer un effet post-
synaptique mais aussi pré-synaptique.
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CONCLUSION SUR LA TRANSMISSION SYNAPTIQUE INHIBITRICE

Il semble que la transmission synaptique inhibitrice soit altérée chez les animaux VPA et les
differences entre les sIPSCs et mIPSCS suggérent que le réseau opere une compensation
fonctionnelle sur 1’activité monosynaptique. Cependant, I’équilibre atteint chez les animaux
VPA ala suite de cette compensation n’est pas comparable a la situation des animaux controles.

Nos données suggérent la modification chez les animaux VPA de I’excitabilité, de I’inhibition
pré-synaptique ou des récepteurs GABA-A et GlyR.

Cependant, il reste difficile de conclure a un mécanisme précis car encore une fois les
caractéristiques des sites pré-synaptiques sont inconnues. Les IPSCs dans la lamina Il peuvent
provenir des interneurones locaux ou des contrdles descendants. De plus, comme décrit
précédemment, les IPSCs observés dans la lamina II peuvent étre dus a I’activation de
récepteurs ionotropes GABAA ou de récepteurs de la glycine. Ces deux types de récepteurs sont
perméables aux ions chlorure mais possedent des caractéristiques cinétiques distinctes. En effet
les IPSCs GABAergiques sont dans la CDME souvent de faible amplitude et de cinétique de
déactivation lente alors que les IPSC glycinergiques sont souvent plus grands avec une
cinétique de désactivation plus rapide®®. Ainsi, on ne peut pas exclure que les événements de
grande amplitude soient en partie dus a des évenements glycinergiques.

Pour répondre a cette question plusieurs approches sont envisageables. Une approche d’analyse
pour essayer de séparer les IPSCs GABAergiques de glycinergiques base sur la cinétique de
désactivation ou sur une approche pharmacologique utilisant des antagonistes spécifiques des
récepteurs GlyR (Strychnine) ou GABA-A (Bicuculline).
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2.1.3. L’équilibre excitation/inhibition

L’équilibre entre la composante excitatrice et inhibitrice est nécessaire au bon fonctionnement
des réseaux neuronaux notamment celui de la CDME2#13 En effet un excés d’excitation peut
entrainer des phénomeénes d’hyperalgésie et d’allodynies alors qu’un excés d’inhibition peut
entrainer des hypo-algésies si ce déséquilibre influence I’information qui atteint les neurones
de projections. Des modifications de cet équilibre dans d’autres structures nerveuses ont déja
été décrites dans le cadre des TSA chez I’humain et dans des modéles animaux 2/1:322:354401,414,
Par exemple, dans le modéle cntnap2-/-, le ratio glutamate/GABA dans le cortex préfrontal est
diminué et semble corrélé avec la réduction de sociabilité observée chez ces animaux*®,

Nos résultats ne montrent pas de modification du ratio Glutamate/GABA suggérant, au niveau
de la quantité de neurotransmetteur, un équilibre excitation/inhibition préservé. Cependant,
I’équilibre entre la composante excitatrice et inhibitrice ne repose pas uniquement sur la
quantité respective de chacun de ces neurotransmetteurs. Nous avons donc quantifié le poids
respectif des entrées synaptiques excitatrices et inhibitrices au sein de chaque cellule grace a
I’étude des courants post-synaptiques excitateurs et inhibiteurs.

Notre étude décrit une tendance a une diminution chez les males VPA de la composante
excitatrice et une diminution chez les femelles VPA de la composante inhibitrice (Annexe).
Cependant, lors de la réalisation du rapport EPSC/IPSC aucune différence n’est observée.
Ainsi, malgré le fait que certains paramétres des EPSC et des IPSC soient modifiés chez les
animaux VPA, I’équilibre entre la composante excitatrice et inhibitrice semble préservé dans
des conditions basales, du moins de la maniére dont nous I’avons évaluée. Ceci contraste avec
certaines études qui ont montré que les variations de paramétres comme la fréquence et
I’amplitude des courants post-Synaptiques excitateurs et inhibiteurs influencaient le rapport
excitation/inhibition chez les animaux VPA dans 1’amygdale et ’ACC3234 De maniére
intéressante, 1’observation du rapport excitation/inhibition en présence de TTX révele aussi un
rapport excitation/inhibition préservé (Annexe 9).
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CONCLUSION SUR LA CDME EN CONDITIONS BASALES

La transmission synaptique en conditions basales dans les neurones COME chez
les animaux VPA sans variations majeures du contenu en neurotransmetteur. Ces
altérations sont variables entre la transmission excitatrice et inhibitrice.
Cependant, elles suggérent que certains changements observés a 1’échelle
monosynaptique puissent étre compensées et modulées par ’activité du réseau.
Il est difficile de comparer nos résultats avec ce qui a été obtenu dans d’autres
structures du SNC car il semble que pour chaque modele animal de TSA et pour
chaque structure, les altérations de la transmission synaptique soient différentes.

De plus, nos résultats suggeérent que les mécanismes sont différents en fonction
du sexe. Il est intéressant de noter que des modifications sexe-spécifiques de la
transmission synaptique ont déja été décrites dans le modéle VPA*®, Ceci
pourrait sous-tendre, du moins en partie, les différences observées pour les
comportements nociceptifs entre les animaux males et femelles.

Cependant, il semblerait que malgré les modifications de I’activité synaptique
excitatrice et inhibitrice, 1’équilibre excitation/inhibition soit maintenu a
I’échelle de chaque cellule indépendamment de ’activité du réseau dans des
conditions basales. Ceci suggere I’existence de phénomenes de plasticité
homéostatique. Cependant, pour chaque processus de compensation, il existe un
point pour lequel le systéeme est dépasseé et ne peut conserver son équilibre, alors
des defauts de fonctionnement apparaissent de maniére plus visible. Ceci
pourrait étre le cas lors de I’activation du réseau de la CDME par des
informations nociceptives afférentes chez les animaux VPA.
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2.2. Le réseau de la CDME lors d’une situation nociceptive

Lors d’une situation nociceptive, le réseau de la CDME va permettre de filtrer et d’intégrer
I’information nociceptive avant de transférer ce message aux neurones de projection a
destination supra-spinale. Une diminution du nombre de neurones activés au sein de la CDME
lors de I’injection de capsaicine est décrite chez des animaux shank3-/- présentant une réaction
comportementale diminuée33,

Nos résultats préliminaires ne montrent pas de modification de la proportion de neurones de la
CDME répondant a 1’application de capsaicine par une augmentation de fréquence des SEPSCs
chez les animaux VPA (Annexe 10A). Suggérant que le réseau de la lamina II n’est pas
globalement hyper ou hypo-activé. Cependant, nous observons une augmentation de la
proportion de neurones présentant une augmentation de la fréquence des sIPSCs chez les males
VPA (Annexe 10B). Ceci pourrait indiquer que la composante inhibitrice du réseau est
beaucoup plus activée chez ces animaux a la suite de stimulation de fibres afférentes primaires
sensibles a la capsaicine.

Cette observation pourrait étre mise en relation avec la diminution de la sensibilité nociceptive
au chaud et a la capsaicine que nous avons notée chez les males VPA. Cependant, I’inhibition
en fonction de la nature de la cible post-synaptique peut entrainer des effets opposés au sein
d’un réseau. En effet, un neurone inhibiteur faisant synapse avec un neurone excitateur va
pouvoir participer a la composante « inhibitrice globale » au sein du réseau alors que s’il
contacte un autre neurone inhibiteur il va participer, par désinhibition, & la composante
« excitatrice globale ». Ainsi, méme si nous observons des modifications, celles-ci doivent étre
interprétées avec prudence en absence de la connaissance exacte de la structure du réseau
neuronal auquel on s’adresse. D’autant plus que dans notre étude, la nature neurochimique du
neurone enregistré n’a pas été¢ déterminée.

Il est aussi important de considérer que la CDME n’est pas le seul réseau potentiellement
responsable des altérations comportementales lors de situations nociceptives, dans le cadre des
TSA. Par exemple, des animaux cntnap2-/- présentent une réponse a la formaline réduite bien
que le nombre de neurones « activés » au sein de la CDME n’était pas modifié, suggérant que
des altérations peuvent exister ailleurs dans le systéme nociceptif3°.

3. Des problemes généralisés des acteurs de la
dynamique du calcium intracellulaire

Nombre de nos observations ex-vivo suggerent une potentielle modification d’acteurs impliqué
dans I’homéostasie du calcium intracellulaire. D’une part, la modification de la concentration
en calcium libre, une réponse calcique plus importante lors d’une dépolarisation ou une
cinétique de régulation du calcium intracellulaire plus rapide aprés une application de
capsaicine sont observés dans les neurones sensoriels d’animaux VPA. D’autre part, une
modification de la transmission synaptique, un réseau neuronal avec moins actif (moins de
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potentiels d’action) sont retrouvé dans les neurones de la CDME. Tous ces resultats ont en
commun qu’ils peuvent étre influencés par 1’homéostasie et la dynamique du calcium
intracellulaire. Ceci est d’autant plus intéressant qu'un nombre important d’acteurs de la
signalisation calcium comme des canaux calcium voltage-dépendants, des pompes calcium-
adénosine-tri-phosphate, 1’inositol triphosphate et ses récepteurs, ainsi que les mitochondries
ont été impliqués dans des cas de TSA humain®®41, De plus, la modification de certains de ces
acteurs comme des canaux calcium voltage-dépendants est décrite dans les neurones sensoriels
de modéle animaux de TSA*. La modification de ceux-ci au niveau de la CDME pourrait
entrainer des modifications de la sensibilité nociceptive comme décrit précédemment*!8,

4. L’implication des cellules gliales

Notre étude s’est concentrée sur les acteurs neuronaux, cependant, un certain nombre d’études
suggerent que la glie représenterait un acteur majeur de la pathogénicité des TSA%%, Dans des
modeles animaux, certaines études décrivent des modifications des acteurs gliaux *°. Plus
specifiquement, dans le cadre des neurones sensoriels, une altération des oligodendrocytes
altére la myélinisation et les propriétés des neurones sensoriels dans le modéle pten de TSA*2,
De plus, au niveau de la CDME, une étude récente démontre une activation microgliale plus
importante chez souris males VPA3,

Ces données suggerent que les neurones ne sont pas les seuls acteurs dont les modifications
fonctionnelles doivent étre prises en considération pour expliquer les changements biologiques
dans le cadre des TSA et notamment les changements de sensibilité nociceptives.
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CONCLUSION DE LA DISCUSSION

Ainsi, les souris CD1 exposées au VPA représentent un modele valide pour
I’étude des troubles du spectre autistiques car elles présentent des isomorphies
comportementales avec les symptoémes de TSA. Ce modeéle est particulierement
intéressant du fait de la variabilité de des atteintes comportementales qui se
rapproche plus de la situation clinique de « spectre autistique » et de la présence
de différences importantes selon le sexe. En effet, les femelles semblent moins
vulnérables vis-a-vis de 1’exposition au VPA, ce fait écho a la prévalence plus
forte des TSA chez les males mais contraste étrangement avec les données chez
I’homme lors de I’exposition prénatale a cette molécule.

Ces animaux montrent des altérations de la sensibilité nociceptive, notamment
des hypo-réactivités, majoritairement chez les animaux adultes males.
Cependant, il convient de rester prudent quant a I’interprétation de ces hypo-
réactivités en hyposensibilités du fait de modifications du répertoire
comportemental lors de situation nociceptives. Cette problématique est similaire
aux TSA chez I’humain pour lesquels les troubles moteurs, cognitifs et
attentionnel pourraient influencer la maniere de faire face a une situation
douloureuse et laisser penser a une hyposensibilité a tort par un observateur
extérieur. Ceci est corroboré par la corrélation entre certains « traits autistiques »
comme la sociabilité ou certains troubles cognitifs avec la réaction a une situation
nociceptive.

Pourtant, les modifications d’acteurs cellulaire et moléculaire du systéme
nociceptifs laissent supposer I’existence d’altérations potentielles de Ila
sensibilité nociceptive. En effet, une désensibilisation plus importante des
récepteur TRPV1 au chaud dans les neurones sensoriels, ainsi que des altérations
de la transmission synaptique au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere
pourraient sous-tendre 1’hypo-sensibilité nociceptive au chaud des animaux
VPA. Cependant, il semble que les mécanismes impliqués soient multiples et
différents en fonction du sexe. Plus de données sont nécessaires pour préciser les
mécanismes qui sont responsables de 1’hypo-sensibilité nociceptive observee
chez les animaux VPA et plus globalement pour comprendre les changements de
perception douloureuse observés chez I’humain atteint de de troubles du spectre
autistique.
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Figure 10. Schema conceptuel de la nociception dans le modele VPA.

Une situation source de nociception entraine une réponse modifiée chez les animaux VPA, que ce soit un réflexe moteur retardé ou un changement
dans le type de réponse. Ces changements peuvent étre expliqués par plusieurs raisons. Premierement, les altérations des acteurs du systeme
nociceptif (neurones sensoriels, réseau de la CDME) pourraient sous tendre une sensation finale de douleur modifiée dans son aspect-sensori-
discriminatif ainsi qu’une modulation de celle-ci altérée par les contrdles descendants. Cependant, toutes les observations réalisées dans notre étude
sont dépendantes du systéme moteur et les altérations de cet aspect sont nombreuses chez les animaux VPA. 1l est donc nécessaire de ne pas sur-
interpréter une hypo-réactivité en hypo-sensibilité chez ces animaux et en générales dans les TSA. Finalement, la présence de troubles attentionnels
et cognitifs ainsi que I’effet du contexte environnemental pourraient moduler la réponse a la douleur de maniére différente chez les animaux VPA.
Il est intéressant de remarquer que dans un certain nombre de ces aspects, des différences sexuelles sont observées, expliquant que le phénotype
comportemental global des animaux VPA lors d’une situation nociceptive puisse présenter des spécificités propres a chaque sexe.
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I\VV. PERSPECTIVES

1. Le bon modele de TSA ?

Notre mode¢le d’exposition prénatale au VPA chez des souris CD1 est intéressant mais il pose
plusieurs questions.

Premierement, la variabilité génétique additionnée a la variabilité expérimentale peut
représenter un défi important pour observer des changements faibles. Et ceci d’autant plus lors
de I’exposition prénatale a un agent tel que le VPA, agissant sur les phénomenes épigénétiques
de maniére non-spécifique. Cependant, il semble nécessaire pour comprendre la pathologie
humaine si hétérogéne et trouver des mécanismes partagés de privilégier 1’introduction de
variabilité¢ plutdt que d’étudier I’effet d’une unique mutation sur le comportement et les
mécanismes cellulaires et moléculaires modifiés.

Dans cette optique, les études récentes utilisent de plus en plus une multitude de modeles
différents304314322 Ceci vient de I’hypothése selon laquelle un phénoméne qui serait retrouvé
dans plusieurs modeles dont 1’étiologie est différente aurait plus de chance de I’étre aussi dans
la pathologie humaine, si hétérogéne. Ainsi il serait intéressant par le futur d’utiliser d’autres
modeles de TSA, notamment une combinaison de modéles génétiques et induits.

Deuxiemement, il est curieux qu’une injection unique a forte dose de VPA chez des femelles
gestantes soit suffisante pour induire des comportements TSA-like au long terme chez la
descendance, ce qui n’est pas le cas chez I’humain. De plus, ce protocole est trés éloigné de la
situation clinique pour lequel le VPA est pris chroniquement par les patients épileptiques a des
doses 100 a 1000 fois inférieures?®32%, Ainsi il serait intéressant de raffiner le protocole avec
une exposition plus chronique notamment dans 1’eau de boisson des femelles gestante et avec
des doses plus faibles.

2. Les différences sexuelles et I’effet de I’age

La vulnérabilité accrue des males a 1’exposition prénatale au VPA ainsi que I’apparition a 1’age
adulte d’altérations somatosensorielles laissent fortement suggérer une implication des
hormones sexuelles. 1l serait intéressant d’explorer cet aspect.

La réalisation d’un suivi au cours du développement et de la puberté de la concentration
sanguine de testostérone, d’estradiol et éventuellement de progestérone pourrait permettre de
déceler des variations hormonales chez les animaux VPA. De plus, cela permettrait
I’établissement de corrélations entre les niveaux d’hormones et certaines altérations
comportementales.
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3. Evaluation de la nociception et de la douleur

Notre étude s’est limitée a des situations nociceptives de courte durée. Cependant des douleurs
plus prolongées sont fréquentes dans les TSA du fait de certaines comorbidités (troubles gastro-
intestinaux, blessures...). De plus, des modifications des phénomeénes hyperalgésique et
allodyniques ont déja été décrits certains modeles animaux de TSA lors de I’induction de
douleurs chroniques d’origine inflammatoire ou neuropathique®*®313317:318 | es douleurs
inflammatoires nous semblent plus que pertinents car plus souvent rencontré par les individus
TSA et notamment le modéle CFA (Complete Freud’s Adjuvant) dont les symptoémes perdurent
plus longtemps que d’autres modeles.

Aussi, notre étude s’est limitée a regarder la réponse globale a une situation nociceptive ou
douloureuse sans essayer de discriminer entre les différentes composantes. Cependant,
certaines études chez les individus TSA suggérent une modification de 1’aspect cognitif et
affectif de la douleur. Il serait donc intéressant d’étudier cet aspect chez 1’animal a I’aide de
paradigmes tels de la préférence/aversion de place comme décrit précédemment?2L,

Finalement, il nous semble important pour les approches futures de privilégier des tests
comportementaux reposant moins sur le systeme moteur, avec pas ou peu de manipulation des
animaux et en enregistrant des paramétres d’évaluation indirecte de nociception tels que les
paramétres autonomes (par exemple la fréquence cardiaque).

4. Les acteurs cellulaires

Dans notre étude nous avons exploré séparément différents acteurs du systéme nociceptif
(neurones sensoriels, réseau de la CDME, terminaisons descendantes). Il nous semble
cependant nécessaire, pour faire un lien avec le comportement, d’utiliser une approche plus
intégrée.

Une procédure expérimentale particuliéere nous semble particulierement intéressante. Elle
repose sur 1’enregistrement extracellulaire in-vivo des neurones nociceptifs au sein de la CDME
chez des animaux anesthésiés. En effet, cette approche permettrait 1’établissement d’une
continuité entre le comportement avec ’utilisation de stimulations nociceptives physiologiques
variées (mécaniques, thermiques, chimiques) tout en observant le fonctionnement des neurones
sensoriels et du réseau de la CDME chez I’animal vivant. De plus, a I’inverse de ’utilisation de
tranches aigues de moelle épinicre, cette approche permet d’étudier le systéme nociceptif intact
et de pouvoir regarder I’interaction au niveau spinal, entre les fibres afférentes, les neurones de
la CDME et les voies descendantes et de pouvoir moduler chacun de ces acteurs afin de regarder
I’impact sur les autres.

Ces perspectives répondent a certains biais que j’ai pu constater dans les approches que nous
avons utilisées Je souhaiterais cependant terminer ce manuscrit avec une phrase qui m’a été
transmise au cours de ma thése et qui m’a aidé a étre content de ce travail, malgré ses défauts.

« Learn to accept imperfection and to be satisfied with results that are good enough. »
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Annexe 1. Revue "Nociception, Douleur et Autisme'' publiée dans le journal Médecine/Sciences.
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médecine/sciences 2021 ; 37 : 141-51

m's

médecine/sciences

> Les sujets autistes présentent fréquemment
des anomalies sensorielles. Celles concernant la
nociception ainsi que sa potentielle résultante,
la douleur, sont d’un intérét capital. €n effet,
du fait de nombreuses comorbidités, les sujets
autistes sont plus souvent exposés a des situa-
tions douloureuses que la population générale.
Alors qu’ils sont souvent considérés comme moins
sensibles, les études expérimentales sur ce point
sont loin de faire consensus. Utiliser des modeles
animaux pourrait permettre de s’affranchir de
certaines sources de variabilité et d’apporter,
dans le cadre de I'autisme, une vue d’ensemble
des altérations potentielles du systeme nocicep-
tif aux niveaux cellulaire et moléculaire. <

'autisme est une pathologie neurodéveloppementale
complexe dont I’étiologie est encore mal connue. Des
facteurs environnementaux (infections, dge parental,
exposition a des agents tératogénes), ainsi que des
facteurs génétiques et/ou épigénétiques sont décrits,
affectant des génes (SHANK3, SHANK2, MECP2 [methyl
CpG-binding protein 2], FMRI [Fragile X mental retar-
dation], etc.) codant des protéines impliquées dans le
fonctionnement des synapses, I"adhérence cellulaire et
le développement du systéme nerveux.

La maladie se caractérise par une mosaique de symp-
tomes regroupés dans le manuel diagnostique et sta-
tistique des troubles mentaux (DSM-V) sous le terme
de troubles du spectre autistique (TSA) [1]. Deux
groupes majeurs de signes cliniques sont observés. lls
concernent des déficits de communication et d’interac-
tion sociale, et la présence de centres d’intéréts res-
treints et de comportements répétitifs. Les personnes
atteintes de TSA présentent également des anomalies
dans le traitement des informations sensorielles pou-
vant potentiellement étre a I'origine de difficultés
d’intégration sociale, ainsi que de problemes dans la vie
quotidienne. Ces anomalies peuvent concerner toutes
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les modalités sensorielles (visuelles, auditives, olfactives, gustatives,
somato-sensorielles) [2]. Il peut s’agir d’hyper- ou d’hypo-réactivité,
ou d’un intérét atypique pour des informations sensorielles provenant
de I’environnement [1]. Uintégration multisensorielle, essentielle
pour la perception et la compréhension d’informations sociales com-
plexes, est également vraisemblablement affectée chez les personnes
souffrant de TSA [2]. Cette revue s’intéresse a une fonction spécifique
de la modalité somato-sensorielle, la nociception. Ce terme regroupe
les mécanismes de détection et d’encodage des stimulus potentielle-
ment nocifs pour I"organisme, qui, apres interprétation consciente et
subjective, peuvent donner lieu a la sensation de douleur. Etudier ces
aspects dans le cadre de I’autisme semble fondamental. Les patients
porteurs de TSA sont en effet plus susceptibles d’étre confrontés a
des situations douloureuses au cours de leur vie que la population
générale [3]. Ils présentent ainsi fréquemment des comorbidités
pouvant étre douloureuses, telles que I’épilepsie ou des troubles gas-
tro-intestinaux, qui les conduisent a subir plus fréquemment que dans
la population générale, des interventions médicales elles aussi poten-
tiellement douloureuses [3]. Certains sujets autistes manifestent de
plus des comportements & caractére automutilateur [4]. Appréhender
la douleur, qu’elle soit aigué ou chronique, chez ces personnes, aussi
bien dans son aspect sensoriel qu’affectif, et son impact sur le plan
psychologique, apparait donc étre un volet essentiel dans la prise en
charge de cette pathologie.

La douleur et les voies nociceptives

La douleur est définie par I’International Association for the Study of
Pain comme une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable en
réponse a une lésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en de
tels termes. Elle résulte de Iinterprétation consciente et subjective de
Iinformation nociceptive.
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Figure 1. Les particularités de la sensibilité nociceptive dans I’autisme : hypothéses cellulaires et moléculaires. Les nocicepteurs détectent les

stimulus nocifs en périphérie et transmettent I"information aux neurones du réseau de la corne dorsale de la moelle épiniére. U'information qui en

résulte est transmise a I’encéphale et notamment au thalamus via la voie spinothalamique. S’ensuit un traitement cérébral complexe mettant en

jeu différentes structures (S1-S2 : cortex somato-sensoriel, CCA : cortex cingulaire antérieur, insula, amygdale, cervelet, etc.), donnant poten-

tiellement lieu a la sensation de douleur. €n retour, les structures cérébrales envoient des projections sur la substance grise péri-aqueducale

(PAG) et sur la réticulée ventro-médiane (RVM), deux structures modulant, via les terminaisons de leur neurones, I'intégration spinale du message

nociceptif. Certaines altérations présentes chez les sujets TSA semblent étre non localisées et communes a d’autres désordres non strictement

nociceptifs. Cependant, des changements morphologiques et fonctionnels a différents niveaux des voies nociceptives sont décrits. Ils peuvent

concerner la transduction des stimulus potentiellement nocifs au niveau périphérique, I’intégration nociceptive spinale et I’élaboration de la

sensation de douleur au niveau cérébral.

Schématiquement (Figure 1), le message nociceptif est initialement
produit par I'activation de neurones sensoriels dits « nocicepteurs »
innervant la périphérie (peau, muscles, etc.), ainsi que les organes
internes [5]. Ces nocicepteurs, selon leurs modalités d’activation,
détectent les stimulus nocifs, qu’ils soient thermiques, mécaniques ou
chimiques. Les protéines responsables de la transduction de ces stimu-
lus en signal électrique sont plus ou moins spécifiques d’'une modalité
et conduisent a la dépolarisation de la terminaison périphérique et a
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la genése de potentiels d’action. Un nombre important
de ces protéines a été décrit, comme par exemple les
canaux TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1)
pour la nociception au chaud, ou TRPM8 (transient
receptor potential cation channel subfamily Melastatin
member 8) pour la perception du froid [6]. U'informa-
tion nociceptive résultante est codée sous la forme de
trains de potentiels d’action, dont la fréquence dépend



de Iintensité de la stimulation [6]. €lle est ensuite acheminée via les
racines dorsales a la corne dorsale de la moelle épiniére. L'intégration
des messages nociceptifs a ce niveau, avant leur transmission vers
les centres supérieurs, est un processus complexe qui met en jeu un
dense réseau d’interneurones constitués d’environ 75 % de neurones
excitateurs et 25 % de neurones inhibiteurs [7]. L'équilibre entre la
composante excitatrice et inhibitrice constitue un élément capital
dans I'intégration et le filtrage des entrées nociceptives. L'information
est ensuite transmise a des neurones de projection dont les axones
projettent vers des régions supra-spinales. Des changements plas-
tiques au sein de ce circuit ont été décrits comme pouvant entrainer
des hypo- ou des hyperalgésies (des douleurs diminuées ou augmen-
tées pour un stimulus normalement douloureux) et des allodynies (des
douleurs provoquées par un stimulus normalement indolore) [5, 7].

Le message nociceptif est modulé au cours de son trajet de la péri-
phérie vers le cortex cérébral. Cette modulation est particulierement
importante dans la corne dorsale de la moelle épiniére. Deux types
de modulations peuvent étre distingués a ce niveau. L'un repose sur
les fibres sensorielles tactiles non nociceptives, et est décrit par le
concept du « gate control », théorisant I'interaction entre les voies
tactile et nociceptive [5, 7], et rendant compte de I’observation qu’un
|éger toucher peut diminuer la sensation de douleur aigué. 'autre met
en jeu des voies descendantes provenant de nombreuses régions supra-
spinales et, notamment, du tronc cérébral [8]. Ces voies exercent, via
différents médiateurs (GABA, glutamate, sérotonine, noradrénaline,
dopamine, enképhalines, etc.), une modulation de Iintégration des
informations nociceptives au niveau spinal [8].

Apres cette intégration spinale complexe, le message nociceptif porté
par les neurones de projection atteint I"encéphale par différentes
voies. Chez ’homme, il s’agit notamment de la voie spinothalamique
[5]. Les informations ascendantes sont intégrées et filtrées au niveau
du thalamus, principalement dans les noyaux ventro-postéro-latéraux,
-inférieurs et -médians [5]. Les informations sont ensuite transmises
a différentes structures cérébrales constituant la « matrice de la
douleur » (cortex somato-sensoriel, cortex insulaire, cortex cingulaire
antérieur, etc.) [5, 9, 10]. Uinteraction fonctionnelle entre ces struc-
tures résulte en une sensation/perception globale de douleur dans sa
dimension sensori-discriminative, affective et cognitive. Cependant, le
role exact de chacune de ces structures dans les différents aspects de
la sensation/perception douloureuse reste encore a déterminer.

€valuation de la douleur chez les sujets neurotypiques

Bien qu’il semble évident qu’évaluer une douleur soit capital lors d’un
examen clinique, cela peut parfois s’avérer délicat. Les méthodes uti-
lisées peuvent étre directes ou indirectes, objectives ou subjectives,
et dépendent de I’Gge, de I’état physiologique et psychologique du
sujet. Une liste exhaustive des outils disponibles en clinique peut étre
consultée sur le site de la Société francaise d’étude et de traitement
de la douleur®.

!https://www.sfetd-douleur.org/
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Le plus souvent, chez I'adulte conscient et capable de
s’exprimer, et chez I'enfant agé de plus de 6 ans, les
méthodes utilisées sont directes et subjectives. Elles
se fondent principalement sur I"auto-évaluation. Les
principales approches sont simples. Elles utilisent des
échelles unidimensionnelles, numériques verbales ou
visuelles analogiques qui permettent au patient de pré-
ciser 'intensité de sa douleur, associées a des schémas
corporels pour indiquer sa localisation. Pour les jeunes
enfants (entre 4 et 6 ans), les méthodes utilisées chez
I’adulte ont été adaptées avec, par exemple, des échelles
visuelles analogiques représentant des visages plus ou
moins expressifs d’un certain degré de souffrance, ou
des schémas corporels grossiers (des bonshommes). Ces
méthodes simples permettent une premiére évaluation de
la douleur d’un individu ainsi que le suivi de I'efficacité
d’un traitement antalgique, mais elles ne donnent pas ou
peu d’informations sur les caractéristiques de la douleur.
Des approches plus complexes sont donc parfois utili-
sées, comme des échelles dites multidimensionnelles,
a la fois quantitatives (intensité) et qualitatives (type
de douleur, modalité, impact psychologique, etc.). Elles
tiennent compte de la composante sensori-discrimi-
native mais aussi affective de la douleur. €n France, le
questionnaire douleur de I’hdpital Saint-Antoine (QDSA)
est I'un des plus utilisés.

Il est cependant des cas ou ces méthodes ne sont pas
appropriées, notamment lorsque la communication est
impossible ou que les capacités cognitives nécessaires
a I'introspection sont insuffisantes (nouveau-né, défi-
cit intellectuel, état végétatif, etc.). De nombreuses
méthodes d’évaluation alternatives ont donc été déve-
loppées. Elles reposent sur I’observation par le person-
nel soignant de certains signes cliniques : on parle alors
d’hétéro-évaluation.

Chez les nouveau-nés et enfants en bas dge (entre 0
et 3 ans), I'observation des mimiques faciales (visage
calme, contractions des paupiéres, froncements des
sourcils, accentuations des sillons naso-labiaux), des
mouvements des membres (calmes et doux, présence de
pédalages, d’écartements des orteils, membres inférieurs
raides ou surélevés, agitations des bras, réactions de
retrait) et des expressions vocales (gémissements, cris
de longue durée, voire hurlements constants) permettent
d’obtenir un score indirect du niveau de douleur.

Chez I'adulte incapable de s’exprimer (par exemple s'il
est en état végétatif), I'observation des expressions
faciales, de I’état de quiétude, du tonus musculaire,
d’éventuelles vocalisations, ainsi que la potentielle
adaptation au respirateur, peuvent constituer des
indices qui renseignent indirectement sur le niveau de
douleur.



D’autres méthodes de mesure se voulant plus objectives ont été
développées. Certaines, comme le test sensoriel quantitatif (QST),
utilisent des stimulations thermiques et mécaniques standardisées
pour évaluer la modalité somato-sensorielle dans son ensemble. Mais
elles nécessitent I"absence de déficience intellectuelle majeure chez
le sujet [3, 11]. Finalement, des outils plus indirects, principalement
utilisés en anesthésie, analysent des parametres autonomes, notam-
ment ’augmentation de I’activité du systeme nerveux sympathique
lors d’une expérience nociceptive. Ainsi, la fréquence cardiaque et sa
variabilité, la pression artérielle, le degré de dilatation de la pupille,
ou la conductance électrodermale, sont de bons indices du niveau de
nociception [12].

Mesurer la douleur chez les sujets autistes

Du fait des déficits de communication qui caractérisent les sujets
autistes, ainsi que des potentiels déficits intellectuels associés, il est
tres difficile, a part pour 'autisme de haut niveau de fonctionnement,
d’évaluer leur douleur en utilisant les tests classiques d’auto-évalua-
tion [13]. Actuellement, aucun protocole permettant de mesurer la
douleur chez ’ensemble des patients présentant des TSA n’a été validé.
Néanmoins, des échelles d’hétéro-évaluation, validées chez des enfants
incapables de communiquer verbalement ou ayant des déficits cognitifs
importants, peuvent étre utilisées chez certains enfants autistes. Récem-
ment, I’échelle NCCPC (non-communicative children pain checklist) a
été validée en francais, sous le nom de GED-DI (grille d’évaluation dou-
leur-déficience intellectuelle) [14]. A Porigine, cette grille a été concue
pour quantifier la douleur post-opératoire chez des enfants non com-
municants. Apres quelques ajustements prenant en compte les réactions
émotionnelles, I’hyper-vigilance ainsi que les expressions idiopathiques
et douloureuses spécifiques des patients porteurs de TSA, elle permet-
trait également de quantifier la douleur au quotidien chez la plupart des
enfants autistes [15]. Cette grille, distribuée aux parents, aux puéricul-
teurs, aux soignants, ou au personnel pédagogique, évalue six catégo-
ries d’items : les expressions vocales, I’activité sociale, les expressions
faciales, le tonus et la réactivité, ainsi que des signes physiologiques.
Comme chez les sujets neurotypiques, les outils de mesure de 'activité du
systeme nerveux autonome peuvent également étre utilisés.

La sensibilité douloureuse des sujets autistes

Auparavant, les enfants autistes étaient considérés comme insen-
sibles car certains présentaient des réactions inhabituelles lors d’une
situation douloureuse et s’automutilaient [3,4]. Ces observations,
associées a certaines descriptions cliniques anecdotiques et quelques
récits autobiographiques, ont longtemps laissé penser a une absence
de sensibilité a la douleur des sujets autistes [3]. A tel point quau-
jourd’hui, les criteres diagnostiques des TSA incluent une apparente
insensibilité a la douleur [1].

Pourtant, bien qu’un certain nombre d’éléments suggerent que la réaction
a la douleur des sujets autistes est altérée, par rapport a la population
neurotypique, les résultats expérimentaux concernant leur sensibilité ne
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font pas consensus. Par exemple, lors d’une prise de sang,
certaines études mettent en évidence une diminution de
réactivité comportementale a la douleur par rapport @ un
groupe témoin. D’autres, en revanche, révelent une aug-
mentation et certaines ne démontrent aucune différence
[3,16]. De maniére générale, la sensibilité et les réactions
comportementales lors d’une expérience douloureuse sont
souvent analysées selon des protocoles tres divers. Elles
résultent de I’étude de rapports réalisés par les parents ou
par les éducateurs spécialisés, ou d’observations faites a
la suite d’interventions médicales potentiellement dou-
loureuses (prise de sang, soins dentaires) et lors de tests
expérimentaux. Les résultats sont donc hétérogenes. Ils
dépendent en grande partie de la méthodologie utilisée
ainsi que du contexte dans lequel les évaluations ont
été réalisées. Il est important de noter qu’une réactivité
comportementale apparaissant comme diminuée chez les
sujets porteurs de TSA, par rapport aux témoins, n’indique
pas nécessairement une sensibilité moindre, mais un
mode d’expression de la douleur potentiellement diffé-
rent, ayant pour origine des troubles de communication,
de représentation du corps, et des déficits intellectuels
[16]. Par exemple, lors de la mesure de paramétres indi-
rects plus objectifs, comme I'activité du systeme nerveux
autonome, des augmentations plus importantes de la
fréquence cardiaque? lors de la réalisation d’une prise
de sang sont retrouvées, indiquant une hyper-sensibilité,
alors que I’échelle comportementale, réalisée en paral-
lele, révéle une hypo-sensibilité [16].

Pour réduire cette hétérogénéité dans les protocoles,
des études se voulant plus standardisées utilisent des
stimulations nociceptives calibrées, comme dans le
test sensoriel quantitatif (Tableau |). La plupart de ces
études ne retrouvent aucune différence systématique
de sensibilité a la douleur entre les sujets porteurs de
TSA et des sujets neurotypiques. Cependant, en distin-
guant les différentes modalités nociceptives, certaines
différences peuvent apparaitre, mais elles sont loin
d’étre consensuelles. Concernant la sensibilité nocicep-
tive thermique au chaud et au froid, par exemple, une
hyper-sensibilité mais également une absence de dif-
férence ont été décrites [11, 17-22]. Quant aux études
relatives @ la modalité nociceptive mécanique, elles
indiquent des normo-, des hypo- ou des hyper-sensibi-
lités [11, 19, 23, 24].

Ces résultats hétérogenes suggerent qu’il n'est pas
encore possible de répondre a une question globale de
différence de sensibilité nociceptive, en termes d’hy-
per-, de normo- ou d’hypo-sensibilité, entre patients

? ’augmentation de fréquence cardiaque ne traduit pas formellement une hyper-
sensibilité nociceptive, il peut s’agir d’une conséquence d’un stress.



: Modalité Modalité L
Population R ) Modalité L.
TSA thermique au thermique au Autres Références

chaud froid mecanique

) Stimulation électrique :
Effectif = 18

Age = 36,4

Genre (H/F) = 18/0
QI'=115,8

Normo-sensibilité

- - De faibles stimulations [47]
sont considérées comme
plus inconfortables

Effectif = 8

Age = 29,0 Hyper-sensibilité mai
ge ) )’p.er sensibilité mulls Hyper-sensibilits B ~ -

Genre (H/F) = 7/1 variable entre 2 sessions

QI>70

Effectif = 15 Stimulation électrique :

ﬂge =258

Genre (H/F) = 2/3
Qr=101,8

Normo-sensibilité Normo-sensibilité Normo-sensibilité.
Hypo-sensibilité selon Hypo-sensibilité selon - Hypo-sensibilité selon [18]
I’échelle verbale I’échelle verbale I’échelle verbale.

Effectif = 20

/:\ge = 14,6 _ _ Sensations de chaleur
Normo-sensibilité Normo-sensibilité - [20]

Genre (H/F) = 15/5 paradoxales (30 %)

0l =104.1

Effectif = 31

Age = 20,5

Genre (H/F) = 29/3
Ql'=101,4

Normo-sensibilité - - - [21]

Effectif = 13 _
" Normo-sensibilité .
Age = 31,7 o, o, ) L Sensations de chaleur

Normo-sensibilité Normo-sensibilité Allodynie mécanique
Genre (H/F) =17/6

0l=111,6

aradoxales (30 %) (1]
dynamique (15 %) P ’

Effectif = 13

Age = 27,22
Genre (H/F) =7/6
01> 70

Hypo-sensibilité
YP Sensations de chaleur

[19]

Normo-sensibilité Normo-sensibilité Allodynie mécanique
. paradoxales (35 %)
dynamique

Effectif = 34

Age = 20,4

Genre (H/F) = 32/2
01> 90

- Hyper-sensibilité - [24]

Effectif = 27

Age = 6,3

Genre (H/F) = 20/7 - - Hyper-sensibilité - [23]
Pas de déficience

intellectuelle

Tableau I. Sensibilité douloureuse des patients TSA. Chez ’homme, la sensibilité douloureuse est souvent mesurée par I’application d’une stimulation
d’intensité variable, le sujet indique lorsque celle-ci devient douloureuse. Pour la modalité thermique, le sujet est exposé a une température croissante
(32-52 °C) pour le chaud et décroissante (32-0 °C) pour le froid. La sensibilité douloureuse mécanique est mesurée sur le méme principe, en appliquant
une force croissante a I’aide d’'un dynamometre calibré. La stimulation électrique stimule directement les fibres périphériques de la peau en utilisant un
courant sinusoidal d’intensité croissante. Cette méthode différe de I’échelle verbale dans laquelle le sujet score sur une échelle numérique I"intensité d’une

stimulation donnée.
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porteurs de TSA et population neurotypique. La population de patients
est cependant loin d’étre homogene. Il semble donc que d’autres
parametres nécessitent d’étre pris en compte, comme le niveau de
déficience intellectuelle, le sexe, la présence de comorbidités ou le
contexte environnemental au moment des mesures. Les sujets décrits
comme hypo-sensibles seraient en effet ceux qui présentent les
symptdmes autistiques les plus sévéres [4]. Cela est d’autant plus
important a prendre en compte que la quasi-totalité des études éva-
luant la sensibilité douloureuse et nociceptive de ces patients a été
réalisée chez des sujets sans déficience intellectuelle. Néanmoins, il
est intéressant de noter que certains d’entre eux présentent des sen-
sations paradoxales de chaleur (comme des sensations de chaleur ou
de briilure aprés stimulations autres que thermiques chaudes) et des
allodynies mécaniques dynamiques® que I’on ne retrouve pas chez les
sujets témoins [11, 19, 20]. Ces particularités peuvent laisser penser
que 'encodage des signaux nociceptifs conduisant a la sensation de
douleur pourrait étre altéré chez certains sujets autistes.

Les hypothéses chez ’lhomme

Les méthodes utilisées habituellement pour évaluer la douleur ne
permettent pas toujours de mettre en évidence des différences dans
le ressenti des sujets autistes. Cependant, certaines études utili-
sant des questionnaires multidimensionnels afin d’évaluer différents
aspects de la douleur, décrivent une diminution des aspects affectifs
et subjectifs, sans modification de I’aspect sensori-discriminatif et
du seuil global de sensibilité a la douleur. Ces données suggérent une
potentielle altération des voies ou structures responsable de I’aspect
cognitif et affectif de la douleur [18]. Ces méthodes nécessitent de
la part du sujet, des capacités introspectives et cognitives intactes,
ce qui n’est pas toujours le cas chez les patients porteurs de TSA.
'absence de différences dans la sensibilité douloureuse retrouvée
dans certaines études n’indique donc pas obligatoirement une absence
de différences d’encodage des stimulations nociceptives. Par exemple,
la réponse corticale observée par électroencéphalographie a la suite
d’une stimulation nociceptive chaude, appelée potentiel évoqué ther-
mique, est diminuée chez les individus porteurs de TSA, et ceci méme
si 'intensité n’est pas décrite comme différente sur I’échelle verbale
[21]. Récemment, I'imagerie fonctionnelle par IRM (imagerie par
résonance magnétique) a permis de caractériser une réponse cérébrale
«signature » de la douleur, définie par 'augmentation de I’activité
hémodynamique de certaines zones du cerveau (thalamus, cortex
somato-sensoriel, insula, cortex cingulaire antérieur, etc.) lors d’une
stimulation nociceptive [10]. Initialement, cette réponse cérébrale
«signature » de la douleur n’est pas différente chez les sujets porteurs
de TSA par rapports aux témoins, mais elle est grandement réduite lors
d’une douleur soutenue, alors, qu’une fois encore, I'intensité évaluée
a I’aide d’une échelle verbale n’est pas différente [22]. Cette obser-
vation suggeére que la sensibilité douloureuse n’est pas forcément

¥ Sensation douloureuse déclenchée par un stimulus mécanique dynamique normalement indolore
(caresse, frottement des vétements sur la peau, etc.)
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altérée, mais que c’est la maniere de faire face a une
douleur qui pourrait étre différente entre les sujets por-
teurs de TSA et les sujets neurotypiques. Cela pourrait
expliquer, en partie, la coexistence des hypo- et hyper-
sensibilités qui sont rapportées [22].

Ainsi, si certains sujets présentant des TSA traitent les
informations nociceptives de fagon atypique, ces alté-
rations peuvent provenir d’une mauvaise transduction
du stimulus potentiellement nocif au niveau périphé-
rique, d’un mauvais codage spinal, d’une altération du
traitement cérébral de I'information, voire d’une atypie
dans la mise en place des contrdles descendants. &n se
fondant sur les études réalisées sur d’autres modalités
sensorielles (la vision, 'audition, etc.), il ne semble
pas que la détection des stimulus soit systématique-
ment altérée. Les observations suggerent davantage
une modification des processus d’intégration [2].
Concernant la modalité somato-sensorielle, ce point
est néanmoins plus difficile a évaluer, étant donné
I’absence d’organe précis dédié a cette fonction. Des
modifications de sensibilité tactile ont cependant déja
été décrites [25]. Concernant la nociception (Figure 1),
certains mécanismes centraux d’encodage des stimulus
nociceptifs pourraient étre a I'origine d’un traitement
atypique de I'information expliquant ainsi les sensa-
tions de chaleur paradoxale [11]. Par exemple, des
altérations des régions somato-sensorielles corticales
et sous-corticales pourraient potentiellement étre
associées aux phénomeénes d’automutilation [4]. €n
effet, si I’on considere les structures centrales impli-
quées dans élaboration de la sensation de douleur,
certaines d’entre elles, telles que le cortex somato-
sensoriel (aspect sensori-discriminatif), ’amygdale
(aspect émotionnel) ou le cervelet, présentent des ano-
malies chez les sujets autistes [26]. Les changements
anatomiques et fonctionnels observés chez les patients
semblent également corrélés a d’autres altérations
somato-sensorielles, telles que la sensibilité tactile
[25]. €n effet, au niveau spinal, des phénoménes pou-
vant correspondre au concept de « gate control », dans
lequel les fibres non nociceptives tactiles sont impli-
quées, pourraient étre modifiés chez les sujets por-
teurs de TSA. Cependant, des stimulations répétitives
périphériques non nociceptives (tactiles, vibratoires,
etc.) réduiraient la sensibilité douloureuse mécanique
de ces patients, démontrant que les mécanismes de
type « gate control » restent fonctionnels et pourraient
représenter une cible thérapeutique intéressante [27].
Il semble donc qu’il puisse exister chez certains sujets
autistes des particularités quant a la perception des
messages nociceptifs et I"élaboration de la sensation
de douleur. Cependant, en raison de I’hétérogénéité des



résultats obtenus chez ’lhomme, il est difficile de conclure quant aux
mécanismes impliqués. Pour s’affranchir de certains biais dans I’éva-
luation de la douleur (subjectivité, influence par des facteurs cogni-
tifs), pour réaliser des mesures standardisées, et pour caractériser les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués, avoir recours a des
modeles animaux pourrait étre envisagé.

LPapport des modéles animaux

La plupart des études réalisées chez I'animal utilisent le rongeur.
Parmi les modeles fréquemment exploités, on retrouve des modeles
génétiques dans lesquels différents genes qui ont été associés aux TSA
humains (Shank3, Shank2, Chd8 [chromodomain helicase DNA binding
protein 81, PTEN [phosphatase and Tensin homolog], Admp [anti-
dorsalizing morphogenetic protein]), ou des génes syndromiques de
troubles neurodéveloppementaux (Mecp?2, Fmrl, Tscl [TSC complex
subunit 1], Tsc2, Syngapl [synaptic Ras GTPase activating protein
11, Ube3a [ubiquitin protein ligase £3A]), ont été mutés ou invalidés
[28-31]. Des modeles environnementaux sont également dispo-
nibles. Il sont obtenus par exposition in utero a des agents inflam-
matoires, comme les lipopolysaccharides bactériens (LPS) ou I’acide
polyinosinique:polycytidylique (Poly I:C) [30], ou
des agents tératogénes, tels que le valproate de
sodium (VPA) [32-34] (=9).

Certaines souches murines consanguines, comme

(=) Voir la Synthése

de J.L. Bossu et

S. Roux, m/s n° 3,
mars 2019, page 236
les souris BTBR*, sont également utilisées [30, 35]. Ces modéles ani-
maux ont été validés par I'utilisation de tests d’observation révélant
des déficits de comportements sociaux ainsi que la présence de com-
portements stéréotypés, reproduisant en partie les symptomes des
TSA. Du point de vue des particularités somato-sensorielles, des ano-
malies de la sensibilité tactile ont été mises en évidence dans certains
de ces modeles animaux, et indiquent des altérations périphériques et
centrales [25].

Ces modéles de TSA présentent un intérét pour I"étude des anoma-
lies nociceptives liées a I"autisme. Les résultats semblent néanmoins
dépendre de la modalité nociceptive testée (chaud, froid, mécanique,
viscérale) (Tableau /1), mais un consensus apparait en ce qui concerne
la sensibilité nociceptive au chaud pour laquelle la majorité des
études concluent a une hypo-sensibilité [31-33, 35-41, 42]. Pour les
sensibilités nociceptives thermique au froid, mécanique et viscérale,
les résultats sont plus variables et sont fonction du modele expéri-
mental utilisé. L'utilisation de modeles de douleurs pathologiques
indiquent cependant une réduction du développement des douleurs
aigués et chroniques, qu’elles soient d’origine inflammatoire ou neu-
ropathique [39, 43, 44].

Ces modeéles ont par ailleurs permis de révéler certains des processus
moléculaires impliqués (Figure 1). Des mécanismes généraux pouvant
altérer le systeme nociceptif dans son ensemble, comme I'implication
du systeme nicotinique ou une sur-activation des récepteurs NMDA du

4 Ce modele de souris BTBR se caractérise par des interactions sociales atypiques, des troubles de la
communication et un comportement répétitif.
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glutamate, ont ainsi été décrits [35, 37]. Des phéno-
menes plus localisés, au sein de structures impliquées
dans I'intégration nociceptive, ont aussi été observés.
Au niveau périphérique, des différences dans les seuils
d’excitabilité des fibres C ont été rapportées chez les
animaux BTBR et FmrI™¥ [35]. La mutation du géne
codant la protéine shank3, spécifiquement dans les
neurones, pourrait également modifier le fonctionne-
ment des canaux TRPV1 dans les neurones sensoriels et
ainsi diminuer la sensibilité nociceptive au chaud [43].
Concernant I’hypersensibilité mécanique, elle pourrait
étre liée a une augmentation de 'innervation au niveau
de la peau [42] ou & une diminution d’expression des
canaux potassiques de la famille HCN (hyperpolari-
sation-activated cyclic-nucleotid) qui augmenterait
I’excitabilité des fibres mécano-sensibles [45].
Certaines études suggerent également des altérations
au sein du systeme nerveux central. Par exemple,
apreés 'injection périphérique de formaline (un agent
inflammatoire), la réponse nociceptive est typiquement
constituée de deux phases : la premiére mettant en jeu
I’activation des fibres périphériques, et la deuxieme
impliquant des phénomeénes spinaux de sensibilisation
centrale. Seule cette deuxiéme phase est réduite chez
les animaux Fmrl~~ [44]. Chez les souris Shank2™'",
la sensibilité des neurones de la corne dorsale de la
moelle épiniére a un agoniste des récepteurs NMDA du
glutamate, semble étre diminuée, réduisant les com-
portement de douleur [40]. De méme, une diminution
d’expression des récepteurs du GABA est observée dans
la corne dorsale des souris Mecp2™”~ [28]. Ces modi-
fications pourraient ainsi perturber la balance entre
excitation et inhibition au niveau du réseau nociceptif
spinal, entrafnant des modifications majeures dans
I’intégration des stimulus périphériques.

Au niveau cérébral, des atypies de transmission et de
plasticité synaptiques ont été décrites. Elles impliquent,
potentiellement, des changements morphologiques et
fonctionnels et des déséquilibres de la balance excita-
tion/inhibition au niveau du cortex somato-sensoriel
ou de I'amygdale [36]. Ces modifications pourraient
altérer les processus d’intégration et d’encodage des
stimulus nociceptifs et ainsi perturber I’élaboration de
la sensation de douleur.

U'activité de plusieurs molécules a pu étre testée grace
a ces différents modeles animaux. Certaines se sont
révélées avoir un potentiel thérapeutique intéressant
dans les TSA. Des traitements ciblant les récepteurs
nicotiniques de I’acétylcholine, les récepteurs GABA-A,
ou les récepteurs NMDA du glutamate ont ainsi permis
des améliorations des déficits sociaux et une réduction
des comportements stéréotypés, ainsi qu'une amé-



Espece, Sexe,

Modalité thermique

Modalité thermique

Modalité mécanique (3)

Modeéle au chaud (1) au froid (2)
Rat &
VPA Hypo-sensibilité = Hyper-sensibilité (période juvénile seulement)
Souris & A2
. Hypo-sensibilité = -
Souris & H ibilite
_ ypo-sensibilité = =
Syngapl™*
Souris &
Shank?-- Hypo-sensibilité — Hypo-sensibilité
Rat &

Shank3~~ et 7

Souris &
Shank3~~ et 7*

Hypo-sensibilité

Normo-sensibilité

Normo-sensibilité

Hypo-sensibilité

Normo-sensibilité

Rat &
Mecpa ™ Hypo-sensibilité Hyper-sensibilité Hyper-sensibilité
Rat ?
Mecp2 ™ Normo-sensibilité Hyper-sensibilité Hyper-sensibilité
Souris &' H ibilite H ibilité

_ ypo-sensibilité ypo-sensibilité -
Fmr1=
Souris &
Fmrl Normo -sensibilité - Normo -sensibilité
Souris &9 o Hyper-sensibilité

i Hyper-sensibilité =

Gabrb3 (0 seulement)
Souris I'9
BTBR Hypo-sensibilité Hypo-sensibilité -

Tableau Il. Sensibilité nociceptive dans les modéles animaux d’autisme. La sensibilité nociceptive thermique est testée par 'observation de comporte-
ments nociceptifs (retrait de la patte ou de la queue, léchage, secousse) lors d’exposition & une température fixe (52 °C ou 0 °C) ou croissante (30-
52 °C) pour le chaud et décroissante (25-0 °C) pour le froid. Le seuil de sensibilité mécanique est mesuré en appliquant au niveau de la patte arriére
de I’animal une force croissante a I’aide de filaments en nylon de diameétre calibrés (filaments de von Frey) ou a I’aide de pinces calibrées en observant
un éventuel retrait du membre. La sensibilité viscérale peut étre évaluée en observant les comportements consécutifs a une injection intrapéritonéale
d’acide acétique (grattages abdominaux, étirement des pattes postérieures, torsions de la musculature dorso-abdominale) ou par distension colorectale

a ’aide d’un ballon et enregistrement électromyographique de la réponse viscéro-motrice. Le modele de douleur aigué évoquée par la capsaicine consiste
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Autres (4) Hypothéses cyto-moléculaires Références

(1) Hyperfonction des récepteurs NMDA du glutamate
Modification de la plasticité synaptique NMDA dépendante

- L S : [32, 36, 37]
et déséquilibre de la balance excitation/inhibition au sein de
I’amygdale
_ _ [33, 38]
= = [41]
Réduction de la douleur spontanée induite par
I’injection intrathécale de NMDA (4) Diminution de la réponse des neurones de la corne dorsale (39, 40]
Réduction de I'allodynie mécanique liée aux douleurs au NMDA et de la signalisation cellulaire associée ’
chroniques inflammatoire et neuropathique
_ _ [31]

, . o . (2) Les récepteurs TRPMS ne sont pas altérés

Réduction de la douleur aigué a la capsaicine. Lo o .
i ) . ) ., (4) La déficience de Shank3 dans les neurones sensitifs altere

Réduction de I’hyperalgésie thermique liée aux ) [43]

le fonctionnement de TRPV1

douleurs chroniques inflammatoires et neuropathiques . S .
(4) Moins d’activation neuronale au niveau de la corne dorsale

Modifications transcriptionelles au sein des neurones sensitifs
(1) Hypo-innervation centrale et périphérique des fibres
= peptidergiques [42]
(3) Hyper-innervation périphérique des fibres non
peptidergiques

Hypo-sensibilité viscérale - [29]

Hyper-sensibilité viscérale (1)(2) Augmentation du seuil électrique des fibres C [35]

Réduction de la douleur inflammatoire aigué L L, R ) o
. . (4) Altération de la plasticité du systéme nociceptif spinal
a la formaline . 3 ; )
, ) , L , (4) Dysfonction des récepteurs métabotropiques du glutamate [44]
Réduction de "allodynie mécanique liée aux douleurs . i o

] . mGluR1/5 et de la voie de signalisation mTOR
chroniques neuropathiques

_ _ [48]
(1)(2) Augmentation du seuil électrique des fibres C

Hyper-sensibilité viscérale (1)(2) Implication du systéme cholinergique et modification de [35]
I’expression des sous-unités des récepteurs de I’acétylcholine

en 'injection intraplantaire d’un agoniste des récepteurs TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1), et & 'observation des comportements
nociceptifs spontanés. Le modele de douleur inflammatoire aigué a la formaline repose sur un principe similaire avec 'injection d’un agent chimique
pro-inflammatoire qu’est la formaline. La réponse présente deux phases, la premiére mettant en jeu une activation directe des fibres périphériques
et la deuxieme phase, plus tardive, mettant en jeu des phénomeénes de sensibilisation centrale au niveau de la moelle épiniére. Le modele de douleur
chronique de type inflammatoire repose sur I’injection intraplantaire d’un agent pro-inflammatoire comme "adjuvant complet de Freund alors que
le type neuropathique nécessite une chirurgie préalable pour procéder a une ligature, une compression ou une section de certaines racines nerveuses

du nerf sciatique.
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lioration des atypies somato-sensorielles, notamment nociceptives
[35, 37, 45]. Le bumétanide, un traitement trés prometteur dans les
TSA, en restaurant I"équilibre excitation/inhibition, semble également
corriger les altérations de la sensibilité somato-sensorielle [46].

Conclusions et perspectives

Le traitement de Iinformation nociceptive et la sensation de douleur qui
peut en découler présentent des particularités chez les sujets autistes.
Sachant qu’ils sont plus souvent confrontés a des situations doulou-
reuses que la population générale, ces particularités sont a prendre en
considération afin d’améliorer leur qualité de vie. Cependant, les obser-
vations réalisées chez ces patients sont diverses, vraisemblablement en
raison des différences de sévérité de leur autisme, de leurs capacités
intellectuelles et de leur profil sensoriel qui est propre a chaque indi-
vidu. Ainsi, des tests standardisés et plus adaptés aux particularités
cognitives et sensorielles des patients porteurs de troubles du spectre
autistique et a I’hétérogénéité de cette maladie pourraient permettre de
mieux appréhender la nature de ces altérations. Bien qu’il soit actuel-
lement difficile d’établir des corrélations entre ’homme et les modéles
animaux, le recours a ces derniers parait pertinent. lls permettraient de
préciser les modalités nociceptives altérées, de comprendre les méca-
nismes cellulaires et moléculaires impliqués et de tester des molécules
susceptibles de corriger les altérations sensorielles des sujets autistes. ¢

SUMMARY

Nociception pain and autism

Autistic subjects frequently display sensory anomalies. Those regarding
nociception and its potential outcome, pain, are of crucial interest.
Indeed, because of numerous comorbidities, autistic subjects are more
often exposed to painful situation. Despite being often considered as
less sensitive, experimental studies evaluating this point are failing to
reach consensus. Using animal model can help reduce variability and
bring, regarding autism, an overview of potential alterations of the
nociceptive system at the cellular and molecular level. ¢
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Annexe 2. Tests sensori-moteurs a différents ages du développement.
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Latence du souriceau pour se retourner a P5. Nous observons une augmentation significative de la latence chez les femelles VPA (Test sur les rangs
de Wilcoxon) (A). Latence du souriceau pour se retourner a P7, P9 et P11 sur un lot d’animaux différent de (A). Nous observons une augmentation
significative de la latence chez les males VVPA a tous les ages alors que seulement une tendance est observée pour les femelles VPA a P11 (Test sur
les rangs de Wilcoxon) (B). Latence du souriceau pour se retourner téte orientée en haut de la pente (45°). Nous n’observons aucune différence
significative (Test sur les rangs de Wilcoxon) (C). Latence du souriceau pour se retourner téte orientée en haut de la pente (45°) a P7, P9 et P11 sur
un lot d’animaux différent de (C). Nous n’observons aucune différence significative (Test sur les rangs de Wilcoxon) (D). Les groupes contrdles sont
représentés en gris et les groupe VVPA en rouge. La significativité statistique est exprimée avec (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001).
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Annexe 3. Comportements TSA-like

Combinaison des données issues de la préférence sociale et de I’interaction sociale directe sous forme d’un index de sociabilité composite normalisé.
On observe une diminution significative du Z-score de sociabilité chez les males VVPA (t-test de Welch) (A). Quantification du nombre de sauts durant
5min dans un bécher. Les males VPA présentent une diminution significative du nombre de saut suggérant une réduction des comportements
d’échappement (B). Les données en (A) et (B) sont représentées avec moyenne +SEM, chaque point représente un animal. Quantification du temps
passé a se toiletter durant Smin dans un bécher. Aucune différence significative n’est observée (t-test de Welch) (C). Proportion du nombre d’épisodes
de « micro-toilettages » (< 2s) durant 5min dans un bécher. Les méles VPA ont une proportion plus importante d’animaux avec un nombre d’épisodes
> 5 mais cette différence n’est pas significative (Test exact de Ficher) (D). Les données sont représentées avec moyenne +SEM ou en proportion,
chaque point représente un animal. Les groupes contrles sont représentés en gris et les groupe VPA en rouge. La significativité statistique est exprimée
avec (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001).
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Annexe 4. La variabilité inter et intra-test des animaux VPA

Ilustration de trois mesures successives dans le test de la plaque chaude a 52°C chez les animaux juvéniles (A) et Adultes (B). Alors que la latence de réponse
des controles est stable, celle des VPA démontrer une variabilité importante entre les essais. Représentation de trois mesures successives dans le test de
I’immersion de la queue (50°C) chez les animaux juvéniles (C) et Adultes (D). La réalisation de mesures successives entraine une augmentation de la latence de
retrait, probablement par diminution progressive de la différence entre la température cutanée de la queue et la température de I’eau comme décrit précédemment
422, Représentation de la moyenne des trois mesures sur trois jours consécutifs dans le test de I'immersion de la queue (50°C) chez les animaux juvéniles (G) et
Adultes (H). Les animaux VPA juvéniles et adultes, males et femelles présentent des latences de retrait de la queue inférieures a leurs contrdles respectifs,
suggérant une sensibilité augmentée. Les données sont représentées avec moyenne +SEM, chaque point représente un animal. Les groupes contrdles sont
représentés en gris et les groupe VVPA en rouge. La significativité statistique est exprimée avec (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001).
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Annexe 5. Distribution de la taille des neurones de DRG en culture.

Histogramme de distribution des tailles de tous les neurones (All cells, noir) et des neurones répondant a la capsaicine (Caps+ Cells, orange). Les cellules caps+
sont principalement des cellules de petite ou moyenne taille (A). Représentation d’un fit a trois gaussienne illustrant les populations de cellules de petite (small),
moyenne (medium) et grosse (large) taille (B). Cette courbe démontre un creux a 250um?, définit comme seuil pour 1’analyse par taille entre les petites (small)
et de moyenne/grosses (medium/large) cellules. Distribution des tailles de cellules en fonction du sexe et du traitement de toutes les cellules, des cellules sensibles
a la capsaicine (caps+) et des cellules insensibles a la capsaicine (caps-) (C). Les cultures de neurones de femelles VPA démontrent une distribution de taille
différente de leur contrdle. Les données sont représentées en violin plot avec médiane (ligne pleine), premier et troisieme quartiles (lignes brisée). Les groupes
controles sont représentés en gris et les groupe VPA en rouge. La significativité statistique est exprimée avec (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001).
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Annexe 6. Réponse a la capsaicine de neurones sensoriels de différentes tailles en culture.

Pourcentage de neurones répondant a une application de capsaicine (1uM, 10s) en considérant tous les neurones (All), les petits neurones (<250um2, Small) et
les moyens/gros neurones (>250pum?, Medium/Large) (A). L’augmentation de la proportion observée chez les males VPA semble étre due & une tendance dans
les moyen/gros neurones (Tests exacts de Fisher). Amplitude de la réponse calcique en réponse a une application de capsaicine (1uM, 10s) de tous les neurones
(All), des petits neurones (<250um?, Small) et des moyens/gros neurones (>250um?, Medium/Large) (B). Aucune différence statistiquement significative n’est
observée (Test sur les rangs de Wilcoxon). Pourcentage de retour du pic de la réponse, 100 secondes apres une application de capsaicine (1uM, 10s) de tous les
neurones (All), des petits neurones (<250um?2, Small) et des moyens/gros neurones (>250umz, Medium/Large) (C). L’augmentation du retour de pic, reflet indirect
de la cinétique de la réponse, est significative chez les males VPA en regroupant tous les neurones alors qu’elle est significativement différente pour les deux
catégories de tailles séparément chez les femelles VPA (Test sur les rangs de Wilcoxon). Les données sont représentées avec moyenne +SEM, chaque point

représente un neurone. Les groupes controles sont représentés en gris et les groupe VPA en rouge. La significativité statistique est exprimée avec (* p< 0.05, **
p<0.01, *** p< 0.001).

154



A. All

Small

3- 37
= =)
8 * ns &
S 5 ‘ S 24
[J) o : 2
9 14 = £ E 14
9 ©
o m
0 T 0
Female
B. Al
3- * % 3.

=
1

Peak Amplitude (F3s0/380)
N
1
*
*
— *
YA
Peak Amplitude (Fas0/380)
N
1

Small

ns

o

C. Al

300+ 300
200+

200

1004 100+

Peak Return (%)
Peak Return (%)

Small

ns ns

Annexe 7. Réponse a une dépolarisation de neurones sensoriels de différentes tailles en culture.
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Fluorescence basale, reflet indirect du calcium libre cytosolique, tous les neurones (All), des petits neurones (<250um2, Small) et des moyens/gros neurones
(>250pm2, Medium/Large) (A). L’augmentation de la proportion observée chez les males VPA semble étre due a une tendance dans les moyen/gros neurones
(Tests exacts de Fisher). Amplitude de la réponse calcique en réponse a une application de potassium (50mM, 5s) de tous les neurones (All), des petits neurones
(<250um2, Small) et des moyens/gros neurones (>250um?, Medium/Large) (B). L’augmentation de I’amplitude de la réponse chez les males VPA est retrouvée
dans les deux catégories de tailles alors que chez les femelles VPA, une augmentation de 1’amplitude est retrouvée que chez les moyen/gros neurones (Test sur
les rangs de Wilcoxon). Pourcentage de retour du pic de la réponse, 100 secondes aprés une application de potassium (50mM, 5s) de tous les neurones (All), des
petits neurones (<250um2, Small) et des moyens/gros neurones (>250um?, Medium/Large) (C). Aucune différence statistiquement significative n’est observée
(Test sur les rangs de Wilcoxon). Les données sont représentées avec moyenne +SEM, chaque point représente un neurone. Les groupes contrdles sont représentés
en gris et les groupe VVPA en rouge La significativité statistique est exprimée avec (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001).
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Annexe 8. Transmission synaptique miniature dans la Lamina 11 de la CDME.

Traces représentatives d’enregistrements patch-clamp configuration cellule entiére, mode potentiel imposé & -70mV et a OmV pour ’observation des courant
post-synaptique excitateurs (MEPSCSs) et inhibiteurs (mIPSCs) respectivement dans les neurones de la lamina Il de la corne dorsale de la moelle épiniére en
présente de tétrodotoxine (TTX, 1uM) (A). Fréquence des mEPSCs sur une période de Smin exprimée a 1’aide de la moyenne = SEM, chaque point représentant
une cellule (B). Distribution cumulée des intervalles inter-mEPSCs dans toutes les cellules combinées. Les neurones d’animaux VPA démontre une distribution
différente de leurs contrdles respectifs (Test de Kolmogorov- Smirnov) et une diminution significative de ’intervalle médian (Test des médianes de Mood) (C).
Amplitude moyenne des mEPSCs sur une période de 5min exprimée a I’aide de la moyenne + SEM, chaque point représentant une cellule (D). Histogramme de
distribution de ’amplitude des mEPSCS dans toutes les cellules combinées. Les neurones de males VPA démontre une distribution d’amplitude différente des
males contrdles (Test de Kolmogorov- Smirnov) et une diminution significative de I’amplitude médiane (Test des médianes de Mood) (E). Fréquence des mIPSCs
sur une période de Smin exprimée a I’aide de la moyenne + SEM, chaque point représentant une cellule (B). Distribution cumulée des intervalles inter-mIPSCs
dans toutes les cellules combinées. Les neurones d’animaux VPA démontre une distribution différente de leurs contrdles respectifs (Test de Kolmogorov-
Smirnov) et une augmentation significative de I’intervalle médian (Test des médianes de Mood) (C). Amplitude moyenne des mIPSCs sur une période de Smin
exprimée a I’aide de la moyenne + SEM, chaque point représentant une cellule (D). Histogramme de distribution de ’amplitude des mIPSCS dans toutes les
cellules combinées. Les neurones d’animaux VPA démontre une distribution d’amplitude différente de leurs contréles respectifs (Test de Kolmogorov- Smirnov)
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et une augmentation significative de I’amplitude médiane (Test des médianes de Mood) (E). Les groupes contrdles sont représentés en gris et les groupe VPA en
rouge. La significativité statistique est exprimée avec (ns : p > 0.06, * : p< 0.05, ** : p< 0.01, *** : p< 0.001).
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Annexe 9. Quantification de la transmission synaptique dans les neurones de la Lamina Il.

Somme de I’aire sous la courbe pour chaque cellule des SEPSCs (A), sIPSCs (B), mEPSCs (C) et mIPSCS (D). Une tendance a une diminution de la transmission
spontanée excitatrice est observée chez les males VPA alors qu’une diminution significative de la transmission spontanée inhibitrice est observée chez les femelles
VPA. Aucune différence significative n’est observée pour la transmission synaptique miniature, en présence de TTX. Les données sont représentées avec
moyenne +SEM, chaque point représente une cellule. Les groupes contrdles sont représentés en gris et les groupe VPA en rouge. La significativité statistique est
exprimée avec (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001).
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Annexe 10. Effet de la capsaicine sur la transmission synaptique spontanée dans la Lamina 1.
Traces représentatives d’enregistrements patch-clamp configuration cellule entiére, mode potentiel imposé a -70mV et & OmV pour ’observation des courant
post-synaptique excitateurs (MEPSCs) et inhibiteurs (mIPSCs) respectivement dans les neurones de la lamina Il de la corne dorsale de la moelle épiniére avec
une application de capsaicine (5uM, 90s). La capsaicine entraine une augmentation de la fréquence et de I’amplitude des sEPSCs et des sIPSCs (A). Proportion
d’augmentation de fréquence des sEPSCs induite par une application de capsaicine (B). Proportion d’augmentation de fréquence des sIPSCs induite par une
application de capsaicine (C). Les groupes controles sont représentés en gris et les groupe VPA en rouge.
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Résumé

Les individus atteints de troubles du spectre autistique (TSA) sont souvent décrits comme moins sensible a la
douleur mais les études a ce sujet sont contrastées. Nous avons utilisé des souris exposées de maniére
prénatale au valproate (VPA) comme modele de TSA et évalué la sensibilité comportementale ainsi que le
fonctionnement de certains acteurs cellulaire du systeme nociceptif. Nous décrivons une hypo-réactivité au
chaud nociceptif ainsi qu’a I'injection intraplantaire de capsaicine et de formaline, modéles de douleur aigué.
De plus, nous observons une réponse plus courte a la capsaicine des neurones sensoriels primaires a I'aide
d’imagerie du calcium libre cytosolique ainsi que des modifications de la transmission synaptique dans les
neurones de la corne dorsale de la moelle épiniére grace a des enregistrements électrophysiologiques. Ce
travail suggére que certaines modifications au sein d’acteurs cellulaires pourraient sous-tendre le phénotype
nociceptif des individus TSA.

Mots clés : Troubles du Spectre Autistique ; Troubles Neurodéveloppementaux ; Douleur; Valproate;
Neurones sensoriels ; Corne dorsale de la moelle épiniére

Résumé en anglais

Individuals with autism spectrum disorder (ASD) are often described as less sensitive to pain even though
scientific evidence is sparse and heterogeneous. In this study, we used mice prenatally exposed to valproate
(VPA) as a model of ASD, evaluated nociceptive sensitivity with behavioral tests as well the functioning of some
cellular actors of the nociceptive system with ex-vivo preparations. We found a hypo-reactivity to nociceptive
heat and a diminished response to intraplantar capsaicin and formalin induced acute pain models. Moreover,
we observed a faster calcium regulation in response to capsaicin in cultured sensory neurons using calcium
imaging and some synaptic transmission changes in dorsal horn neurons using electrophysiology. Thus, using
animal models, this study suggests that alterations in some neuronal actors could underly the complex
nociceptive phenotype found in ASD.

Keywords :

Autism Spectrum Disorder ; Neurodevelopmental disorder ; Pain ; Valproate ; Sensory Neurons ; Dorsal Horn
of the Spinal Cord
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