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Résumé

L'amygdale est une structure du systéme nerveux central impliquée dans
l'intégration des émotions comme la peur et I'anxiété. Des études ont également montré
que 'amygdale peut moduler de fagon positive ou négative la douleur par le biais des
projections de son noyau de sortie, le noyau central de I'amygdale (CeA), sur les
structures impliquées dans les contrbles nociceptifs descendants. Le complexe
basolatéral de I'amygdale (BLA), placé en amont du noyau central, est intimement

connecté a ce dernier et peut ainsi réguler son fonctionnement.

Les données obtenues au cours de ma thése ont montré I'existence d’un contrdle
tonique amygdalien de la nociception et de la douleur. A l'aide d’expériences in vivo
d’injections dans le BLA de souris saines ou neuropathiques, et de mesure de leurs effets
sur la sensibilité mécanique des animaux, nous avons pu analyser le fonctionnement de
ce contrble. Ainsi le blocage de l'inhibition dans le BLA conduit a un effet pro-nociceptif.
Le blocage de l'excitation induit, quant a lui, un effet analgésique temporaire chez les
animaux neuropathiques, et cette méme action est observée apres la potentialisation de
l'inhibition dans la structure. Ces résultats indiquent que le contréle de la douleur effectué
par le BLA est dépendant de I'équilibre entre I'excitation et I'inhibition au sein de la

structure.

Par ailleurs, nous nous sommes également intéressés a I'étude précise du mode
d’action d’'une molécule anxiolytique non benzodiazépinique, I'étifoxine (EFX), et a son
effet sur le comportement douloureux. Des travaux précédents au laboratoire avaient déja
montré le potentiel analgésique de cette molécule, lorsqu’elle est injectée par voie
intrapéritonéale dans un modele de douleur neuropathique chimio-induite. Les résultats
des injections d’EFX dans le BLA indiquent qu’elle induit une action analgésique chez les
animaux neuropathiques, mais ne modifie pas les seuils de sensibilité des animaux sains.
Cette action analgésique est dépendante de I'effet indirect neurostéroidogene de I'EFX.
Ceci, associé au fait que 'EFX ne présente pas ou peu d’effets secondaires, en fait une
molécule particulierement intéressante pour un traitement alternatif des douleurs
neuropathiques. Dans une derniére partie, nous avons cherché a observer les
mécanismes en jeu au niveau cellulaire lorsque I'EFX est appliquée sur les neurones du
BLA. Pour cela, nous avons utilisé I'approche électrophysiologique du patch-clamp. Ainsi,

nous avons montré que 'EFX potentialise l'inhibition au sein de la structure, via trois
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mécanismes indépendants; l'augmentation de la fréquence des courants post-
synaptiques inhibiteurs miniatures (MCPSIs), l'augmentation de leur amplitude, et
laugmentation de leur constante de déactivation. Ces deux derniers effets sont
dépendants de l'action neurostéroidogene de I'EFX, tandis que I'effet sur la fréquence des

MCPSIs est du a I'action de I'EFX sur le récepteur GABA,.

Les résultats de ma thése ont ainsi permis de montrer I'existence d’'un controle
tonique amygdalien de la douleur, dans le cadre d'animaux neuropathiques, mais
également de la nociception, chez des animaux sains. Par ailleurs, la place du complexe
basolatéral de 'amygdale, souvent peu prise en compte dans les études sur la douleur, a
été redéfinie. Ce complexe doit étre pris en considération dans le circuit de la douleur et

son r6le de pilote du noyau central de 'amygdale ne doit pas étre négligé.
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Figure 1 : Premiére illustration de 'amygdale dans le cerve  au humain par Burdach (1819)

Le dessin de droite est le dessin original du cerveau humain réalisé par Burdach. La fleche
désigne la localisation de I'amygdale selon ce dernier. En comparant le dessin originel avec un
standard moderne (a gauche), on s'apergoit que I'amygdale de Burdach ne correspondait en
réalité qu’au complexe basolatéral (Swanson and Petrovich, 1998).
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INTRODUCTION

I. Description de la structure amygdalienne

[.1. Découverte de la structure

L'amygdale ou complexe amygdalien est un noyau pair situé dans la région interne
du lobe temporal. Le terme d'amygdale est emprunté au latin amygdala « amande », lui-
méme emprunté au grec auuyddAn « amande ». C'est le physiologiste Karl Friedrich
Burdach qui, le premier, a employé le terme d'amygdala pour décrire une formation de
matiere grise en forme d'amande dans la position antérieure du lobe temporal (Burdach,
1819-1822) (Fig. 1). Une cinquantaine d’'années plus tard, I'étude microscopique de la
structure par l'anatomiste Theodor Meynert révéle que l'amygdale de Burdach ne
représente qu’'une partie de 'amygdale (la partie basolatérale), et que I'ensemble de la
structure est en reéalité plus complexe, hétérogéne, et composé de nombreuses sous-
régions (Meynert, 1867). Néanmoins, les cinquantes années suivantes seront encore le
siege de nombreuses controverses et débats quant a l'origine structurelle de I'amygdale.
La plupart des anatomistes s’accordant tout de méme sur le fait que 'amygdale semble
émaner ventralement du cortex olfactif, via le lobe piriforme. Il faudra attendre 1923 pour
gue le neuroanatomiste John Black Johnston propose une description fondamentale de la
structure amygdalienne (Johnston, 1923), qui reste encore celle en vigueur de nos jours.
Ainsi, Johnston postule que I'amygdale est divisée en deux groupes de noyaux ; l'un
dérivant du systeme olfactif (noyau central, médian et noyaux corticaux) et I'autre étant un
« nouveau » groupe, ne possédant aucune affiliation phylogénétique (noyau latéral et
basal). Tout comme Meynert avant lui, Johnston démontre alors le caractere
fondamentalement hétérogéne de I'amygdale. Les travaux des années suivantes ont
ensuite permis de préciser et d’affiner les propos de Johnston en déterminant les
afférences et efférences de chaque groupe neuronal et leurs interactions au sein de la

structure (Swanson et al., 1998).
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Figure 2 : Les noyaux du groupe basolatéral de 'amygdale ch ez la souris

Le groupe (ou complexe) basolatéral est constitué du noyau latéral (en rouge), du noyau basal (en
orange) et du noyau basomédian (en jaune). Chez la souris, I'ensemble formé par le noyau latéral
et le noyau basal est délimité par la séparation de la capsule externe. BLA = noyau basal antérieur,
BLV = noyau basal ventral, BMA = noyau basomédian antérieur, BMP = noyau basomédian

postérieur, LaDL = noyau latéral partie dorsolatérale, LaVL = noyau latéral partie ventrolatérale
(Paxinos and Watson, 2001).
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[.2. Anatomie de la structure

[.2.a. Introduction

Le complexe amygdaloide est une structure hétérogene située dans le lobe
temporal et constituée d’'une douzaine de noyaux, selon la nomenclature considérée. Ces
noyaux se distinguent principalement entre eux selon leur cytoarchitecture, leur nature
neurochimique ou encore les connections qu'ils réalisent (Pitkdnen, 2000). La plupart des
études de I'anatomie de la structure ont été réalisées chez le rat (Alheid et al., 1995;
Pitkanen et al., 1997; McDonald, 1998), bien gu'elle ait également été étudiée chez le
singe (Pitkanen and Amaral, 1998) et le chat (Price et al., 1987). Malgré quelques
différences dans l'organisation et la taille relative des différents noyaux, la structure de
I'amygdale est similaire chez les différentes especes. Le modéle animal utilisé durant ma
thése étant la souris, j'utiliserai essentiellement les illustrations anatomiques disponibles
chez cette espece (Paxinos and Watson, 2001) afin de présenter la structure
amygdalienne. Ainsi, les noyaux de 'amygdale se divisent en trois principaux groupes : le
groupe basolatéral, le groupe des noyaux superficiels ou corticaux, et le groupe
centromédian. Enfin, il subsiste un certain nombre de noyaux qui ne sont pas intégrés

dans les groupes précédemment définis.

I.2.b. Le groupe basolatéral

Le groupe basolatéral est composé du noyau latéral, du noyau basal (parfois
appelé basolatéral), et du noyau basal accessoire (également appelé basomédian). Dans
la littérature, il est courant de retrouver ce groupe de trois noyaux sous la dénomination
de «complexe basolatéral » (BLA). Le noyau latéral est localisé dorsalement dans
'amygdale et situé juste au-dessus du noyau basal. Chez la souris, la capsule externe se
divise en deux ramifications qui vont entourer les noyaux latéral et basal (Paxinos and
Watson, 2001) (Fig. 2). A titre de comparaison, chez le rat, ces deux noyaux sont bordés
latéralement par la capsule externe et médialement par le noyau central. Le noyau basal
accessoire est, quant a lui, situé ventralement par rapport au noyau basal. Le noyau
latéral présente trois subdivisions : dorsolatérale, ventrolatérale et médiane. Le noyau
basal a, quant a lui, deux subdivisions : une partie antérieure magnocellulaire et une

partie postérieure parvocellulaire (Fig 2).
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Figure 3 : Le groupe des noyaux corticaux de I'amygdale chez la souris

Le groupe des noyaux corticaux est composé du noyau du tractus olfactif latéral (en orange), du
noyau du lit du tractus olfactif (non-visible sur l'illustration) et des noyaux corticaux antérieur (en
rouge) et postérieur (non-visible sur lillustration). ACo = noyau cortical antérieur, LOT = noyau du
tractus olfactif latéral (Paxinos and Watson, 2001).
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Figure 4 : Les noyaux du groupe centromédian de I'amygdale ¢ hez la souris

Le groupe centromédian est constitué du noyau central (en rouge) et du noyau médian (en
orange). Le noyau central est le noyau principal de ce groupe et se divise en 3 parties : la partie
capsulaire, la partie latérale et la partie médiane. CeC = noyau central partie capsulaire, CelL =
noyau central partie latérale, CeMPV = noyau central partie médiane, MePD = noyau médian partie
dorsale, MePV = noyau médian partie ventrale (Paxinos and Watson, 2001).
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[.2.c. Le groupe des noyaux corticaux

Le second groupe est celui des noyaux corticaux. Ce groupe est ainsi nommé car les
noyaux qui le composent possédent de nombreuses caractéristiques corticales ainsi
gu'une structure organisée en couches, comme c’est le cas dans le cortex (Alheid et al.,
1995). Ce groupe est constitué du noyau du tractus olfactif latéral, du noyau du lit du
tractus olfactif latéral et des noyaux corticaux antérieur et postérieur. L’ensemble de ces

noyaux est situé trés ventralement, a la surface du cerveau (Fig. 3).

I.2.d. Le groupe centromédian

Le groupe centromédian est, au méme titre que le groupe basolatéral, un groupe
important du complexe amygdalien. Il est composé du noyau central et du noyau médian.
Chez la souris, ces noyaux sont localisés médialement par rapport au groupe basolatéral.
Le noyau central (CeA) est le noyau principal de ce groupe, et se subdivise en trois
parties définies par leur cytoarchitecture, leur neurochimie et leurs connections : la partie
capsulaire, la partie latérale et la partie médiane (Fig.4). Le noyau central est

généralement défini comme étant le noyau de sortie de 'amygdale (Pitkanen, 2000).

|.2.e. Les autres noyaux de 'amygdale

Il subsiste un dernier groupe de noyaux, qui ont été définis comme faisant partie
de 'amygdale (Pitka&nen et al., 1997), mais qui ne s’intégrent pas dans les groupes cités
précédemment en raison de leurs caractéristiques anatomo-fonctionnelles. Ce groupe
annexe est ainsi constitué de l'aire de l'amygdale antérieure, de Il'aire amygdalo-
hippocampique et des noyaux (ou « masses ») intercalé(e)s (Fig. 5). L'aire de 'amygdale
antérieure est la plus rostrale des parties de I'amygdale, tandis que l'aire amygdalo-
hippocampique est la plus caudale. Les noyaux intercalés sont, quant a eux, de petits

groupes de neurones situés entre les fibres délimitant les différents noyaux de 'amygdale.

I.2.f. L'amygdale étendue

Bien que la classification décrite précédemment est acceptée et est celle utilisée par la
plupart des groupes de recherche travaillant sur I'amygdale, quelques auteurs ont
proposé une classification différente. Initialement, Alheid et Heimer, qui se sont basés sur

les projections des noyaux de l'amygdale, et notamment du noyau central, avaient
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Figure 5 : Les noyaux annexes de I'amygdale chez la souris

L'amygdale est également constituée de quelques noyaux qui ne s'intéegrent dans aucun des
groupes cités précédemment, en raison de leurs caractéristiques. Ce groupe est composé de l'aire
de l'amygdale antérieure (en orange), de l'aire amygdalo-hippocampique (non-visible sur
lillustration) et des noyaux (ou « masses ») intercalé(e)s (en rouge). AAD = aire de I'amygdale
antérieure, | = masses intercallées (Paxinos and Watson, 2001).
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suggeré d’étendre I'amygdale rostralement et médialement (Alheid and Heimer, 1988).
Ainsi, ils ont proposé que la partie latérale du noyau du lit de la strie terminale (BNST) et
la partie dorsale de la substance innominée soient associées a I'amygdale. En effet, ces
deux noyaux possédent une organisation et des projections similaires au noyau central de
lamygdale. Quelques autres groupes scientifiques vont également dans ce sens et
décrivent cet ensemble de structures sous le terme d’ « amygdale étendue » (Cassell et
al., 1999; McDonald et al., 1999). Les fonctions du CeA étant vraisemblablement liées a
ce circuit structurel plus vaste, le terme d'amygdale étendue est aujourd’hui couramment

employé dans la littérature.

1.3. Afférences de I'amygdale

Les afférences de l'amygdale peuvent étre séparées en fonction du type
d’'information qu’elles acheminent. Les afférences provenant des régions corticales et
thalamiques, qui sont les plus nombreuses, transportent des informations venant
principalement d’aires sensorielles, ou en rapport avec les circuits de la mémoire. Ces
afférences sont glutamatergiques, majoritairement ipsilatérales et entrent dans 'amygdale
via la capsule externe (Mascagni et al., 1993). Les informations acheminées peuvent étre
des modalités sensorielles primaires (olfactive, somatosensorielle, gustative et viscérale,
auditive ou encore visuelle), ou bien des informations de type polymodal. Celles-ci sont
composées de plusieurs modalités sensorielles qui ont été associées et intégrées
préalablement dans une ou plusieurs aires corticales avant d’'étre transmises (McDonald,
1998). Il existe également d’'autres entrées provenant des zones hypothalamiques ou du
tronc cérébral, qui apportent quant a elles des informations en rapport avec le

comportement ou les systémes autonomes.

I.3.a. Afférences du complexe basolatéral de 'amygdale

Les noyaux du complexe basolatéral de I'amygdale (BLA), qui est considéré
comme l'entrée principale de I'amygdale (Pitkédnen, 2000), recoivent de nombreuses
informations sensorielles primaires (Fig. 6).

Les informations olfactives proviennent des bulbes olfactifs principal et accessoire,
du cortex piriforme et du noyau olfactif antérieur, et projettent vers tous les noyaux du
BLA, ainsi que certains noyaux corticaux (Scalia and Winans, 1975; Luskin and Price,
1983).

Les informations gustatives et viscérales provenant des aires primaires du cortex

insulaire projettent de fagon importante dans le noyau latéral et le noyau basal (Shi and
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Cassell, 1998). Des entrées se font également a partir du noyau ventro-postéro-médian
du thalamus et connectent le noyau latéral et basal (Nakashima et al., 2000).

Les informations auditives et visuelles proviennent en revanche plutbt d’aires
associatives et pas ou peu des aires primaires. Les informations auditives proviennent
des aires auditives secondaires et du noyau géniculé médian du thalamus, et connectent
le noyau latéral de 'amygdale (LeDoux et al., 1990, 1991). De la méme maniere, les
informations visuelles proviennent du thalamus et des aires visuelles secondaires et
connectent également le noyau latéral de 'amygdale (Shi and Davis, 2001). L’ensemble
de ces connections est particulierement important dans le processus de peur
conditionnée, qui sera développé la seconde partie du chapitre Ill, « amygdale et peur
conditionnée ».

Enfin pour les informations somatosensorielles et notamment nociceptives, la
plupart des afférences proviennent des aires somatosensorielles primaires et vont
contacter le noyau latéral et le noyau basal de I'amygdale (Shi and Cassell, 1998). Des
informations somatosensorielles arrivent également a I'amygdale via des projections du
noyau parabrachial du pont, et des noyaux géniculé médian et intralaminaire postérieur
du thalamus, qui sont impliqués dans les circuits véhiculant la transmission de
l'information nociceptive (Bernard et al., 1989; Bordi and LeDoux, 1994). Ces noyaux
connectent I'amygdale via le noyau latéral et le noyau basomédian de I'amygdale
(Bernard et al., 1993).

Les noyaux du BLA recoivent également un certain nombre de données
polymodales. La majeure partie d’entres elles proviennent du cortex préfrontal qui va
connecter essentiellement le noyau basal de 'amygdale, mais également et dans une
moindre mesure les noyaux latéral et basomédian (Mcdonald et al., 1996). La seconde
partie des informations polymodales proviennent des structures impliquées dans la
mémoire déclarative a long terme : le cortex périrhinal, le cortex entorhinal, le cortex
parahippocampique et I'hippocampe (Milner et al., 1998). Les connections entre le BLA et
ces structures sont massives et réciproques (McDonald, 1998). Enfin le BLA, recoit

également des informations provenant de I'hnypothalamus (Pitkdnen, 2000).

1.3.b. Afférences du noyau central de 'amygdale

Le noyau central de I'amygdale (CeA) recoit également des informations
sensorielles primaires, mais elles sont restreintes a certaines modalités. Ainsi le CeA ne
recgoit pas ou peu d'informations olfactives et auditives (Scalia and Winans, 1975; Luskin
and Price, 1983; LeDoux et al., 1990, 1991).
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Les informations gustatives et viscérales provenant des aires primaires du cortex
insulaire, du noyau ventro-postéro-médian du thalamus et du noyau parabrachial
projettent dans la partie latérale du noyau central (Bernard et al., 1993).

Les informations visuelles proviennent du thalamus et des aires visuelles
secondaires et connectent la partie latérale du noyau central de 'amygdale (Shi and
Davis, 2001).

Pour les informations somatosensorielles, la plupart des afférences proviennent
des aires somatosensorielles primaires et connectent le noyau central (Shi and Cassell,
1998). Les informations somatosensorielles impliquées dans la transmission de
l'information nociceptive, qui proviennent du noyau parabrachial, et des noyaux géniculé
médian et intralaminaire postérieur du thalamus, projettent dans la partie médiane du
noyau central (Bernard et al., 1993).

Le noyau central recoit, tout comme le BLA, des informations polymodales de la
part du cortex préfrontal (Mcdonald et al., 1996), du cortex entorhinal (McDonald and
Mascagni, 1997), de I'hippocampe (Canteras and Swanson, 1992), et de I'hypothalamus
(Pitkanen, 2000). En revanche, a la différence du BLA, il recoit des entrées provenant de
nombreuses structures du tronc cérébral: noyau parabrachial, substance grise
périaqueducale (PAG), BNST, substance innominée, formation réticulée ponto-
mésencéphalique, aire tegmentale ventrale, substance noire, locus coeruleus, raphé
(Alheid et al., 1995; Cassell et al., 1999). Certaines structures, notamment la PAG et le
noyau parabrachial, sont fortement impliquées dans les voies de la nociception (Gauriau
and Bernard, 2002). La connexion avec le noyau parabrachial inclut le CeA dans la voie
spino-parabrachio-amygdaloide, qui est une voie spécifique de la douleur (Bernard et al.,
1993).

|.4. Efférences de I'amygdale

I.4.a. Efférences du complexe basolatéral de 'amygdale

Si le BLA est considéré comme I'entrée principale d’informations de I'amygdale, il
possede également des efférences notables (Fig.6). Tout d'abord, il existe des
connections réciproques importantes vers les centres de la mémoire desquels il recoit des
informations polymodales, comme le cortex périrhinal (McDonald, 1998) ou encore
I'hippocampe (Petrovich et al., 2001). Il a également été montré que le BLA projette de
facon importante vers le noyau accumbens (McDonald, 1991). Le noyau latéral, de méme

gue le noyau basal projettent tous deux vers le cortex préfrontal ainsi que le
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Figure 6 : Résumé des afférences et efférences principalesd e I'amygdale

Le complexe basolatéral recoit de nombreuses afférences sensorielles et polymodales de zones
corticales et thalamiques. Ces informations sont traitées localement au sein du complexe. Une
partie de ces informations est alors envoyée vers d’autres structures corticales, et l'autre partie
vers le noyau central (CeA). Ce dernier recoit des afférences de nombreuses structures vers
lesquelles il projette, ainsi que du cortex et du thalamus dans une moindre mesure. Au regard de
cette organisation, le complexe basolatéral est considéré comme I'entrée principale de I'amygdale
et le noyau central comme la sortie principale. BLA = complexe basolatéral, BNST = noyau du lit
de la strie terminale, CeA = noyau central de I'amygdale, PAG = substance grise périaqueducale,
PB = noyau parabrachial (Adapté de : Neugebauer et al., 2004).
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thalamus (McDonald, 1998). Enfin, le BLA projette de maniere importante, mais non

réciproque, vers le CeA (Savander et al., 1995).

|.4.b. Efférences du noyau central de 'amygdale

Le noyau central, noyau de sortie principal de I'amygdale, présente de
nombreuses efférences qui vont avoir une implication dans certains types de
comportements ; la peur par exemple, hotamment la peur conditionnée, ou bien la fuite
face a une situation dangereuse. Le noyau central peut également contréler les réponses
autonomes associées ou hon a ce comportement, comme par exemple la libération
d’hormones de stress (i.e. corticotrophine, corticostérone), ou l'augmentation de la
pression artérielle et du rythme cardiaque (Davis et al., 1994; LeDoux, 2003).

Ainsi, la projection la plus massive du CeA s’effectue vers 3 structures importantes
du tronc cérébral. Tout d'abord la PAG, qui est impliquée dans la vocalisation, la fuite,
I'analgésie ou encore la modulation cardiovasculaire (Rizvi et al., 1991; Behbehani, 1995).
La seconde structure du tronc cérébral contactée par le CeA est le noyau du tractus
solitaire, qui module le systeme vagal (Van der Kooy et al., 1984). Enfin, le noyau
parabrachial, duquel le CeA recoit des informations nociceptives, est également modulé
par ce dernier (Moga et al.,, 1990). Le CeA, qui recoit des informations ascendantes
nociceptives via la voie spino-parabrachio-amygdaloide (Gauriau and Bernard, 2002),
peut également jouer un réle sur les contrbles descendants nociceptifs (Millan, 2002). Ces
derniers seront décrits plus précisément dans la quatrieme partie du chapitre 1V, «les
voies neuroanatomiques de la douleur ».

Le noyau central projette également vers les noyaux de laire latérale de
I'hypothalamus (LeDoux et al., 1988), ainsi que vers le BNST (Dong et al., 2001), qui
innerve lui aussi les noyaux hypothalamiques.

Enfin, le CeA projette vers la plupart des noyaux monoaminergiques : le Locus
Coeruleus qui est noradrénergique, les noyaux dopaminergiques comme la substance
noire et l'aire tegmentale ventrale, ainsi que le Raphé qui est sérotoninergique (Alheid et
al., 1995).

I.5. Connexions intra-amygdaloides

Plusieurs études ont montré que les noyaux de I'amygdale présentent de
nombreuses connexions entre eux (Pitkdnen et al., 1997; McDonald, 1998; Sah et al.,
2003). Cette organisation permettrait ainsi une entrée des informations sensorielles dans

'amygdale via le BLA, qui sont traitées localement, puis vont suivre une progression
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latéro-médiane vers le CeA, qui va alors agir comme le noyau de sortie de I'amygdale
(Pitkanen et al., 1997) (Fig. 6). Cependant, les mécanismes synaptiques des différents
circuits intra-amygdaliens sont encore assez mal connus. Les connexions présentées
dans cette partie seront réduites au complexe basolatéral et au noyau central de
I'amygdale, puisque ce sont les mieux décrits actuellement, tant sur leurs implications que

sur leur physiologie.

Le noyau latéral présente des connexions entre ses différentes subdivisions, afin
de traiter localement les informations sensorielles et polymodales gu'il recoit (Pitkdnen et
al., 1995). Il projette également de facon importante au noyau basal et au noyau
basomédian ainsi qu’'a la partie capsulaire du CeA (Pitkanen et al., 1995) (Fig. 6). Ces
connexions sont réciproques, a I'exception de celle avec le noyau central (Savander et al.,
1997). Le noyau basal, quant a lui, recoit de nhombreuses informations polymodales et
sensorielles et présente également des connexions entre ses différentes subdivisions.
Mais la plus importante projection du noyau basal a lieu vers la partie médiane du CeA
(Savander et al., 1995). Etant donné que les efférences du CeA vers les centres
contrblant les réponses autonomes émergent de la partie médiane, les projections du
noyau basal peuvent donc avoir un rdle important dans la modulation de la sortie
d’'informations de I'amygdale.

Le noyau central, qui représente donc la sortie majeure de I'amygdale, recoit
beaucoup de contacts des autres noyaux amygdaliens mais n’en fait pas en retour. En
revanche, le CeA présente lui aussi de nombreuses connexions entre ses différentes

subdivisions (Jolkkonen and Pitkanen, 1998).

Pour résumer, les différents noyaux de I'amygdale présentent de nombreuses
connexions entre eux, ce qui indique un traitement local de l'information assez important,
avant qu’'elle ne sorte de la structure pour conduire éventuellement a des maodifications du
comportement ou des parameétres autonomes. Le BLA, qui peut étre considéré comme
I'étage d’entrée et d'intégration des informations sensori-discriminatives, va transmettre
l'information traitée au CeA. Aprés intégration de cette information au sein du noyau, le
CeA va alors agir en tant qu'étage de sortie de I'amygdale. Le BLA pourrait donc étre
considéré comme un modulateur du fonctionnement du CeA. La compréhension des
mécanismes en jeu dans ces traitements locaux d’'informations est un élément clé afin de
comprendre comment [|'amygdale module les paramétres comportementaux,

physiologiques et autonomes.
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Figure 7 : lllustration d’un neurone de projection du BLA re mpli avec de la biocytine

On peut noter la forme pyramidale du soma. La dendrite apicale est indiquée par la fleche blanche
et I'axone par l'astérisque blanc. Dans l'insert en bas a gauche, on a un agrandissement d’'une
dendrite et I'on peut voir les épines, désignées par les fleches noires. Ces neurones sont présents
majoritairement (75%) dans le BLA (Faber et al., 2001).

Figure 8 : lllustration d’interneurones du BLA exprimant des protéines liant le calcium

On note la forme arrondie, voire ovoide des somas de ces interneurones, ce qui les distingue des
somas pyramidaux des neurones de projection. Ces interneurones présentent 2 a 6 dendrites
primaires non-épineuses qui forment une arborisation relativement sphérique. Ces neurones
représentent environ 25% des cellules du BLA. La plupart d’entres eux expriment soit des
protéines liant le calcium, soit des hormones peptidiques. PV = parvalbumine, CR = calrétinine,
CB = calbindine (Kemppainen and Pitkéanen, 2000).
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[I. Morphologie et neurochimie des neurones de 'am  ygdale

II.1. Morphologie des neurones

II.1.a. Dans le complexe basolatéral de 'amygdale

En se basant sur des études morphologiques utilisant principalement la coloration
de Golgi, deux types principaux de neurones ont été initialement décrits dans le BLA. Le
premier type, qui correspond a environ 70 & 75 % de la population neuronale, est une
population de neurones pyramidaux (Millhouse and DeOlmos, 1983; Washburn and
Moises, 1992). La plupart de ces neurones ont un soma de forme pyramidale et
présentent 3 a 7 dendrites émanant de ce soma (Fig. 7). Certaines de ces dendrites sont
épineuses et proéminentes, ce qui apparente ces neurones aux cellules étoilées
épineuses du cortex (McDonald, 1992). Néanmoins I'organisation et I'orientation de ces
dendrites suffisent a distinguer clairement ces neurones des neurones pyramidaux
corticaux (Faber et al., 2001). Ainsi il est plus approprié de parler de neurones de type
pyramidaux ou bien de neurones de projection (Faber et al., 2001). Au sein du complexe
basolatéral, on ne note pas de nette différence dans la morphologie de ces neurones
entre les différents noyaux. Néanmoins, les neurones du noyau basal semblent avoir un
soma légérement plus grand (15-20 um) que ceux du noyau latéral (10-15 pum)

(McDonald, 1982a; Millhouse and DeOIlmos, 1983).

Le second groupe principal de neurones décrit dans le BLA est composé
d’'interneurones locaux. Il correspond a environ 20 a 25 % de la population neuronale du
BLA (Millhouse and DeOIlmos, 1983). Ces neurones présentent 2 & 6 dendrites primaires,
non-épineuses, qui forment une arborisation dendritique relativement sphérique et ont un
soma relativement petit (10-15 um) (McDonald, 1982a) (Fig. 8). Il existe différentes
classes d’interneurones selon leur contenu en protéines liant le calcium (i.e. calbindine,
parvalbumine, calrétinine), en hormones peptides (i.e. somatostatine, cholécystokinine)
ou en peptide (i.e. peptide vasoactif intestinal ou VIP) (Kemppainen and Pitk&nen, 2000;
McDonald and Mascagni, 2001). Ainsi, on trouve des interneurones positifs a la
parvalbumine contenant également pour la plupart de la calbindine (Kemppainen and
Pitkédnen, 2000; McDonald and Betette, 2001). On trouve également des interneurones
positifs a la cholécystokinine, et une partie d’entre eux est aussi positive a la calbindine
(Mascagni and McDonald, 2003), a la calrétinine (Kemppainen and Pitkanen, 2000) ou au
VIP (McDonald and Mascagni, 2002; Mascagni and McDonald, 2003). Enfin, les

Page 35




Introduction

Page 36




Introduction

interneurones exprimant la somatostatine sont pour la plupart positifs a la calbindine
(McDonald and Mascagni, 2002).

En plus des classes d’interneurones précédemment décrites, il existe quelques
autres type d’interneurones qui ont pu étre décrits dans le BLA en se basant sur leur
morphologie axonale ou dendritique. Ainsi, il a été observé des neurones allongés, des
neurones a cbne, des cellules Chandelier et des cellules de forme neurogliale (McDonald,
1982a, 1984; Millhouse and DeOlmos, 1983; Faulkner and Brown, 1999).

II.1.b. Dans le noyau central de 'amygdale

A l'aide d’études utilisant également la coloration de Golgi, la morphologie des
neurones du CeA a pu étre définie. Ainsi 3 types principaux de neurones ont été décrits.
Le premier type correspond a des neurones épineux de taille moyenne, similaires a ceux
observés dans les noyaux du striatum, situés a cété du CeA (McDonald, 1982b). Ces
neurones présentent un soma de forme ovoide ou fusiforme et 3 a 5 dendrites primaires,
relativement épineuses (Martina et al., 1999; Schiess et al., 1999). Le second type de
neurone décrit possede un soma plus grand, ainsi qu'une seule dendrite primaire, tres
épaisse, qui se sépare en de petites dendrites secondaires épineuses (Cassell and Gray,
1989; Martina et al., 1999; Schiess et al., 1999). Enfin, une petite population de neurones
non épineux a également pu étre décrite dans le CeA (Cassell and Gray, 1989).

Ces 3 types de neurones sont distribués de maniére homogéne au sein des
différentes divisions du CeA. Ces neurones sont morphologiquement trés différents de
ceux trouvés dans le BLA. En effet, ceux du BLA ont une morphologie plutét corticale
alors que ceux du CeA une morphologie plus striatale (McDonald, 1982b). Ceci est en
accord avec les différences d’origines embryonnaires des deux noyaux (Swanson and
Petrovitch, 1998; Puelles, 2001).

[1.2. Neurochimie et pharmacologie des neurones et de leurs terminaisons
[I.2.a. Dans le complexe basolatéral de 'amygdale
Les neurones de projections du BLA sont glutamatergiques et forment les cellules
de sortie de ce complexe. En effet, ils présentent une forte immunoréactivité pour le

glutamate et I'aspartate, mais pas pour I'acide glutamique décarboxylase (GAD), 'enzyme
de synthese du GABA (Carlsen, 1988; Swanson and Petrovitch, 1998) (Fig. 9). Les
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GADgs mRNA

Figure 9 : Marquage des neurones exprimant la GAD ¢ dans un cerveau de souris

Hydribation in situ (image en autoradiographie en fond noir) de I'acide glutamique décarboxylase
(GAD) dans le cerveau de souris. Cette enzyme est 'enzyme de synthése du GABA et permet
donc de révéler les neurones GABAergiques. Ainsi, on peut voir que le marquage est
particulierement dense dans le noyau central et le noyau médian, et qu'il est beaucoup plus éparse
dans les noyaux du complexe basolatéral. BLA = noyau basal de I'amygdale, BMA = noyau
basomédian de I'amygdale, cc = corps calleux, CEA = noyau central, CLA = claustrum, COAa =
noyau cortical antérieur de 'amygdale, CP = caudé putamen, ec = capsule externe, EP = noyau
endopiriforme, GP = globus pallidus, HIP = hippocampe, INS = cortex insulaire, LA = noyau latéral
de 'amygdale, MEA = noyau médian de 'amygdale, MO = aires motrices, PERI = cortex périhinal,
PIR = cortex piriforme, RSP = aire rétrospléniale, SS = aires somatosensorielles, V3 = 3°™
ventricule, VL = ventricule latéral (Swanson and Petrovitch, 1998).
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interneurones locaux du BLA sont quant a eux GABAergiques. En effet, ils expriment
fortement la GAD (Nitecka and Ben-Ari, 1987) (Fig. 9).

Les neurones de projection du BLA recoivent des afférences corticales et
thalamiques via des synapses asymétriques (Farb et al., 1995), ce qui indique la nature
glutamatergiqgue de ces entrées. La présence de récepteurs AMPA et NMDA du
glutamate a ces synapses excitatrices a pu étre démontrée grace a des études
électrophysiologiques (Chapman and Bellavance, 1992; Davis et al., 1994; Mahanty and
Sah, 1999). Les récepteurs AMPA impliqués ont les mémes propriétés quelle que soit la
nature de l'afférence (corticale ou thalamique). En revanche, les récepteurs NMDA
présents aux synapses provenant d’afférences thalamigques ne semblent pas avoir la
méme nature que ceux aux synapses provenant d’'afférences corticales (Weisskopf and
LeDoux, 1999). A la plupart des synapses, les récepteurs NMDA ne sont pas actifs au
potentiel de repos membranaire des neurones (généralement vers -60 mV), en raison du
blocage de leur canal par le magnésium extracellulaire (Mayer et al., 1984; Nowak et al.,
1984). Ce blocage du canal est voltage-dépendant et n’est supprimé que par la
dépolarisation du neurone au-dela d'un certain seuil, qui est variable selon le type de
sous-unités qui constituent le récepteur. Certaines études ont montré que les récepteurs
NMDA présents aux synapses des afférences thalamiques sont moins sensibles au
blocage par le magnésium et sont actifs au potentiel de repos membranaire des neurones
(Li et al., 1995; Mahanty and Sah, 1999; Weisskopf and LeDoux, 1999). Par ailleurs, la
présence présynaptique et postsynaptique de récepteurs métabotropiques du glutamate a
également été montrée sur les neurones de projection du BLA (Rainnie and Shinnick-
Gallagher, 1992; Rainnie et al., 1994).

Les neurones du BLA expriment également des récepteurs au GABA. La
composante synaptique rapide est médiée par les récepteurs GABA,, tandis que la
composante synaptique lente est médiée par les récepteurs GABAg (Rainnie et al., 1991;
Washburn and Moises, 1992). Ce fonctionnement des synapses GABAergiques a déja
été observé précédemment dans I'hippocampe (Dutar and Nicoll, 1988). Par ailleurs, il a
été clairement établi que les interneurones locaux du BLA modulent l'activité des
neurones de projections via des circuits locaux utilisant des mécanismes d’inhibition de
type « feedback » ou « feedforward » (Dityatev and Bolshakov, 2005; Woodruff et al.,
2006).

Plusieurs groupes de recherche ont étudié le type de sous-unités composant les
récepteurs GABA, dans I'amygdale. En effet, ce type de récepteur appartenant a la

famille des récepteurs canaux activés par les ligands est constitué de 5 sous-unités qui
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vont former un canal perméable aux ions chlore et bicarbonate (Olsen and Tobin, 1990;
Barnard et al., 1998). 21 sous-unités différentes ont pu étre identifiées grace a I'étude
moléculaire du récepteur : 6 sous-unités a, 4 B, 4vy,106,1¢, 1m, 106 et3p (Sieghart and
Sperk, 2002). Le type de sous-unités qui vont former le pentamére du récepteur va
déterminer ses propriétés biophysiques et pharmacologiques (Sieghart and Sperk, 2002).
Dans le systéme nerveux des mammiféres, le récepteur GABA, est constitué de 2 sous-
unités a, 2 sous-unités 3 et une 1 sous-unité y, mais cette derniére peut varier en fonction
de I'emplacement du récepteur (Mdhler, 2006). Ainsi, dans le BLA, la stoechiométrie
majoritaire semble étre a;.,B1.,.3y> (Heldt and Ressler, 2007; Esmaeili et al., 2009).

Les récepteurs contenant les sous-unités a;,3,5 €n combinaison avec n'importe
quelle sous-unité [ et une sous-unité y, sont sensibles a la modulation par les
benzodiazépines (Pritchett et al., 1989; Wisden et al., 1991; Wafford et al., 1994;
Hadingham et al., 1996). Ces molécules, qui font partie des principaux modulateurs
allostériques positifs du récepteur GABA, (Haefely, 1984), se fixent sur un site de
modulation propre situé a linterface entre la sous-unité a et la sous-unité y (Sigel and
Buhr, 1997). Ces molécules sont utilisées largement en clinique pour leurs actions
anxiolytique (Towler, 1962; Lambert and Delaunay, 1963) et anticonvulsivante (Liske and
Forster, 1963). L'application de diazépam (DZP), une benzodiazépine couramment
utilisée, a été testée dans le BLA. In vitro, le DZP induit une augmentation de 'amplitude
et de la cinétique des courants post-synaptiques inhibiteurs des neurones du BLA (Kang-
Park et al., 2004; Marowsky et al., 2004). Infusé in vivo directement dans le BLA chez des
rats, le DZP est anxiolytique et anti-nociceptif (Jiménez-Veladzquez et al., 2010).

Les récepteurs GABA, du BLA sont également sensibles a leur antagoniste
spécifiqgue (Marowsky et al., 2004), la bicuculline, contrairement a une partie des

récepteurs présents dans le CeA qui y sont insensibles (Delaney and Sah, 1999, 2001).

En plus des transmissions synaptiques glutamatergique et GABAergique que I'on
retrouve dans la plupart des structures corticales, on trouve un certain nombre d’autres
neurotransmetteurs et neuromodulateurs dans le BLA. Parmi les neurotransmetteurs, on
note la présence de terminaisons dopaminergiques provenant des structures
mésolimbiques, ainsi que de ses récepteurs D1 et D2 (Asan, 1997; Grace and
Rosenkranz, 2002; Chu et al., 2012). Les afférences provenant du Raphé libérent de la
sérotonine dans le BLA (Daftary et al., 2012), et certains neurones expriment les
récepteurs sérotoninergiques 5-HT 4, 5-HT, et 5-HT; (Stein et al., 2000). Par ailleurs, des
études ont montré la présence des 3 types de récepteurs aux opiacés (mu, kappa et

delta) (Le Merrer et al., 2009), de récepteurs CB1 aux cannabinoides (Hasanein et al.,
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2007), le facteur neurotrophique BDNF ainsi que son récepteur TrkB (Conner et al.,
1997), ou encore le facteur de libération de la corticotrophine (CRF) et ses récepteurs
CRF1 et CRF2 (Giesbrecht et al., 2010). Enfin, on retrouve plusieurs neuropeptides tels
que le neuropeptide Y (Chung and Moore, 2009; Giesbrecht et al., 2010), la
cholécystokinine (Chung and Moore, 2009), le VIP (Roberts et al., 1982), la neurotensine
(Roberts et al., 1982) ou encore la substance P (Zhao et al., 2009). L’ensemble de ces
neurotransmetteurs et neuromodulateurs ont un rdle non négligeable de régulation des

transmissions excitatrice et inhibitrice au sein du BLA.

L'amygdale étant une structure d'intégration de différents types d’informations, son
fonctionnement est dépendant de I'équilibre entre la transmission synaptique excitatrice et
la transmission synaptique inhibitrice. En effet, dans la plupart des structures d’intégration
du systeme nerveux central, la balance entre I'excitation et [inhibition régit le
fonctionnement de la structure (Lu et al., 2009). Ceci a pu étre observé dans le cortex
somatosensoriel (Zhang and Sun, 2011), I'hypothalamus latéral (Stanley et al., 2011),
I'hippocampe (Trevifio et al., 2011) le cortex préfrontal (Yizhar et al., 2011), ou encore la
moelle épiniere (Hathway et al., 2006). Le maintien de cet équilibre est crucial puisque
son dysfonctionnement est a la base de certaines pathologies, telle que I'épilepsie (Stief
et al., 2007; Derchansky et al., 2008; Fritsch et al., 2009), la schizophrénie (Yizhar et al.,
2011; Lisman, 2012), l'autisme (Yizhar et al., 2011), ou encore la douleur (Woolf and
Salter, 2000; Keller et al., 2001; Fitzgerald, 2005; Hathway et al., 2006; Petrou et al.,
2012).

[1.2.b. Dans le noyau central de 'amygdale

Le marquage de la GAD montre une expression trés dense par les neurones du
CeA (Swanson and Petrovitch, 1998) (Fig. 9). Comme la majorité des cellules du striatum,
la totalité des neurones du CeA et de leurs projections sont donc GABAergiques, ce qui
est encore une fois cohérent avec les origines embryonnaires du noyau (Saha et al.,
2000).

Les expériences d’électrophysiologie ont pu montrer que les neurones de la partie
médiane et latérale du CeA recoivent des afférences glutamatergiques du BLA qui vont
activer des récepteurs AMPA et NMDA (Royer et al., 1999; Sah and Lopez De Armentia,
2003). Il a également été montré la présence de récepteurs métabotropiques du

glutamate dans les neurones de la partie latérale du CeA (Neugebauer et al., 2000).
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Les neurones du CeA forment également des circuits d’inhibition locaux au sein
des différentes divisions du noyau (Delaney and Sah, 2001). Ainsi, on retrouve deux types
de récepteurs ionotropiques au GABA. Un premier type qui correspond a des récepteurs
GABA, classiques, bloqués par de faibles concentrations de bicuculline, et modulés
positivement par des benzodiazépines ou des barbituriques (Whiting et al., 1995). Et un
second type de récepteurs qui sont insensibles a la bicuculline, mais bloqués par
I'antagoniste spécifique des récepteurs GABAc, le TPMPA (Delaney and Sah, 1999). Ces
récepteurs ont donc été définis comme des récepteurs de type GABAc, en raison de leur
pharmacologie particuliére. Généralement les récepteurs de type GABA: sont constitués
uniguement de sous-unités p, ce qui leur confere une insensibilité a la plupart des
modulateurs ou des antagonistes des récepteurs GABA, (Shimada et al.,, 1992). Le
premier type de récepteurs GABA, est quant a lui composé majoritairement d'une
stoechiométrie a,B1...3y1.» (Heldt and Ressler, 2007; Esmaeili et al., 2009).

Dans le CeA, ces récepteurs de type GABA: sont modulés négativement par les
benzodiazépines, comme le diazépam (Delaney and Sah, 2001), alors que ce dernier est
connu comme étant un modulateur positif des récepteurs GABA, (Haefely, 1984). Ceci
suggere donc des réles distincts pour ces différents récepteurs dans les circuits
d’inhibitions locaux (Delaney and Sah, 2001). Néanmoins, l'application in vitro de
diazépam dans le CeA induit une augmentation de I'amplitude et de la cinétique des
courants post-synaptiques inhibiteurs de maniére équivalente a celle observée dans le
BLA (Kang-Park et al.,, 2004). En revanche, l'utilisation de zolpidem, un dérivé des
benzodiazépines, provoque des effets différentiels dans le CeA et le BLA. Cette molécule
est en effet spécifique a faible concentration des récepteurs contenant une sous-unité a;
(Rush, 1998; Doble, 1999; Crestani et al., 2000). De ce fait, son application in vitro dans
le CeA ne provoque pas d'effet alors qu’elle augmente I'amplitude et la cinétique des
courants post-synaptiques inhibiteurs des neurones du BLA. En revanche, a forte dose, la
spécificité du zolpidem s’estompe et I'on obtient alors des résultats équivalents entre le
BLA et le CeA (Kang-Park et al., 2004). Cette différence de sensibilité des récepteurs
GABAergiques entre les deux complexes de I'amygdale peut apporter des hypothéses

alternatives dans I'explication des mécanismes d'action des molécules anxiolytiques.

Comme dans le BLA, d'autres neurostransmetteurs et neuromodulateurs sont
présents dans le CeA. Parmi les neurotransmetteurs présents, on trouve la présence de
terminaisons dopaminergiques arrivant des structures meésolimbiques, ainsi que de ses
récepteurs D1 et D2 (Freedman and Cassell, 1994; Naylor et al., 2010). Par ailleurs, la
sérotonine va avoir une action anxiolytique ou anxiogéne selon sa liaison sur son

récepteur 5-HT;4 ou son récepteur 5-HT,c (Li et al.,, 2012). Des études ont montré la
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présence des trois types de récepteurs aux opiacés (mu, kappa et delta) (Le Merrer et al.,
2009), de récepteurs CB1 aux cannabinoides (Tsou et al., 1998), et de CRF associé a
ses récepteurs CRF1 et CRF2 (Gilpin, 2012). On trouve également la présence
d’'ocytocine et de vasopressine dans le CeA, ainsi que du récepteur Vla a la
vasopressine et des récepteurs de l'ocytocine. De maniere intéressante, ces deux
hormones ont des effets opposés ; la vasopressine augmente I'agressivité, I'anxiété et la
consolidation de la mémoire émationnelle, tandis que I'ocytocine diminue les niveaux de
stress et d’anxiété et favorise I'extinction de la mémoire émotionnelle (Roozendaal et al.,
1993; Landgraf and Neumann, 2004; Huber et al., 2005; Knobloch et al., 2012; Stoop,
2012). A noter également la présence de divers neuropeptides tels que le neuropeptide Y
(Gilpin et al., 2011) ou la substance P (Zhao et al., 2009).

[ll. Implications physiologiques de I'amygdale

[1l.1. Amygdale et émotions

Depuis plus d'un siécle, on sait que le lobe temporal, qui contient 'amygdale, est
impliqué dans le traitement des émotions. En 1888, Brown et Schafer démontrent que des
lésions bilatérales des lobes temporaux chez des singes rendent les animaux
anormalement dociles, mais que ce changement de comportement émotionnel ne semble
pas associé avec des changements moteurs ou sensoriels (Brown and Schafer, 1888).
Des modifications du comportement émotionnel similaires sont décrites un peu plus tard
par Kliver et Bucy (Kluver and Bucy, 1939). Ces derniers montrent que des lésions
bilatérales des lobes temporaux chez des macaques rhésus modifient fortement leur
comportement. En effet, les animaux, qui sont naturellement sauvages et plutét craintifs,
présentent, aprés lésion, une absence totale de peur et d’anxiété, comme en témoigne
'augmentation trés nette de leur comportement exploratoire. De plus, ils présentent des
comportements d’hyperoralité, d’hypersexualité, une perte d'interaction sociale ainsi
gu’'une perte d’expression de toute forme d’émotion. Ainsi, I'ensemble de ces symptdmes
suite a une Iésion des lobes temporaux caractérise le syndrome de Kliver et Bucy (Kluver
and Bucy, 1937). Cependant, ce n'est qu’en 1956 que Weiskrantz démontre que la
plupart des symptébmes du syndrome de Kliver et Bucy, notamment la perte de toute
forme d’émotion, sont en majeure partie dus a la lésion bilatérale de I'amygdale
(Weiskrantz, 1956). Le méme type d’effets sur le comportement émotionnel a également
pu étre obtenu chez d’autres especes, notamment chez le rat, lors de lésions bilatérales
de I'amygdale (Goddard, 1964). Peu de données sont disponibles chez I'humain, mais

I'étude de quelques rares cas de Iésions bilatérales de 'amygdale ont pu montrer que les
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patients présentent des déficits émotionnels sévéres ainsi qu'une perte totale de

sentiment de peur (Aggleton, 1993; Adolphs et al., 1998).

Néanmoins, notre compréhension du réle de 'amygdale dans le traitement des
émotions est en partie biaisée par la nature abstraite de I'émotion. La définition de
I'émotion reste variable selon les auteurs et les domaines d’étude, mais si I'on se réfere
au dictionnaire Petit Robert®, elle correspond a un « état de conscience complexe,
généralement brusque et momentané, accompagné de troubles physiologiques ». Ainsi,
I'émotion est une expérience complexe subjective, et chaque individu va I'exprimer de
maniere différente. La réelle difficulté de I'étude du comportement émotionnel se retrouve
donc dans les études réalisées chez I'animal, puisque ce dernier ne peut pas dire a
'expérimentateur ce qu'il ressent. C’est pourquoi, la majeure partie des connaissances
acquises sur le réle de I'amygdale dans les émotions vient des études réalisées chez
'animal afin de tester une composante particuliere ; la peur, et plus particulierement la
peur conditionnée (LeDoux, 1996). Ce type de peur est facilement osbervable et
mesurable chez I'animal, malgré son incapacité a pouvoir oraliser son ressenti. En effet,
un des comportements induit dans ce type de protocole est un comportement
d'immobilisation de l'animal, appelé « freezing ». Généralement, les expérimentateurs

mesurent le temps de freezing, qui correspond a la peur exprimée par I'animal.

[1l.2. Amygdale et peur conditionnée

La peur est une réponse adaptative essentielle a la survie de nombreuses
espéces animales. Qu'elle soit conditionnée ou non, elle provoque des réponses
autonomes et hormonales de la part de [lorganisme, telles que des effets
cardiovasculaires (modification du rythme cardiaque, augmentation de la pression
artérielle), une libération d’hormones de stress (corticotrophine, corticostérone), des
vocalisations, ou encore un « freezing » (Brown et al., 1951; LeDoux, 1996, 2000; Maren,
1999). Par ailleurs, ce type de réponses a la peur est observé de maniere similaire chez
les humains et les animaux (Lang et al., 2000). Des études d’'imagerie cérébrale ont
montré que la vue d’'un événement effrayant va activer 'amygdale (Morris et al., 1996,
1998), de la méme maniére qu’un visage effrayé (Whalen et al., 2001). Par ailleurs,
d’autres expériences ont montré que des stimulations électriques de 'amygdale réalisées
chez I'hnomme ou chez I'animal induisent des comportements de panique et d’anxiété
(Kaada, 1951; Chapman et al., 1954).
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Néanmoins, lI'amygdale n'est pas nécessaire qu'a Il'expression ou la
reconnaissance de la peur, elle est également impliquée dans son apprentissage. Une
réaction de peur apparait généralement face a un stimulus ou une situation
potentiellement dangereuse, et I'adoption d’'un comportement adéquat de l'individu peut
étre vue comme une adaptation comportementale. Cette adaptation peut étre la
conséquence d'un apprentissage au cours duquel lindividu apprend qu’un stimulus
particulier va engendrer un évenement désagréable. Chez le rat, ou la souris, cet
apprentissage peut étre modélisé par I'utilisation d’un conditionnement de type pavlovien
qui consiste a associer un stimulus sonore neutre a un stimulus aversif, généralement un
choc électrique léger délivré aux pattes de I'animal. Au cours de ce conditionnement, les
animaux apprennent que le stimulus sonore prédit le choc électrique. Ainsi, la
présentation ultérieure du stimulus sonore va induire un ensemble de réponses
conditionnées de peur, incluant notamment un comportement de freezing. De
nombreuses données indiquent que I'amygdale est fortement impliqguée dans
l'apprentissage et I'expression des réponses conditionnées de peur (Davis, 2000;
LeDoux, 2000; Maren and Quirk, 2004). Les différentes études des circuits neuronaux de
la peur conditionnée ont clairement établi qu’au sein de I'amygdale, le BLA et le CeA
jouent des roles clé dans l'acquisition et I'expression des comportements de peur. En
effet, 'amygdale recoit, via ces deux complexes, les informations sensorielles auditives
liees au son, ainsi que les informations nociceptives dues au choc électrique dans les
pattes (Lanuza et al., 2008). La théorie prédominante est que lors du conditionnement, les
informations sensorielles (i.e. son et choc électrique) arrivent dans le BLA via le noyau
latéral, sont associées au sein du complexe puis transmises au CeA afin d’entrainer une
réponse comportementale adaptée (Maren, 1999; Ciocchi et al., 2011). De plus, une
lésion de I'amygdale va empécher l'acquisition et I'expression de la peur conditionnée
(LeDoux, 2000; Maren, 2001). L’amygdale possede donc un réle clé et se présente

comme un centre intégrateur de la peur conditionnée.

L'un des principaux mécanismes cellulaires expliquant I'apprentissage et le
stockage de la mémoire au niveau neuronal est la potentialisation a long terme (PLT).
Durant ce phénomeéne, une activation bréve et répétée d’'une synapse va induire une
augmentation a long terme de l'efficacité de cette synapse (Bliss and Lomo, 1973). Durant
de nombreuses années, des groupes de recherche se sont intéressés a I'implication d’'un
phénomene de PLT dans l'acquisition et le stockage de la mémoire émotionnelle dans
'amygdale. Plusieurs preuves en faveur d’'une implication de la PLT ont ainsi pu étre
mises en avant. Tout d’abord, les protocoles de conditionnement pavlovien induisent une

augmentation de la transmission synaptique au niveau des afférences sensorielles
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arrivant a l'amygdale, comme cela a pu étre montré a laide d’enregistrement
électrophysiologiques in vitro (McKernan and Shinnick-Gallagher, 1997; Tsvetkov et al.,
2002) et in vivo (Quirk et al., 1997; Rogan et al., 1997). Ensuite, la PLT peut étre induite
aux synapses des afférences sensorielles du BLA par des stimulations électriques (Huang
and Kandel, 1998; Weisskopf et al., 1999). Enfin, le blocage pharmacologique de la PLT
in vivo ou in vitro empéche I'acquisition de la peur conditionnée (Rodrigues et al., 2001;
Bauer et al.,, 2002; Humeau et al.,, 2007). Ce mécanisme de PLT dans I'amygdale
semblerait étre dépendant des récepteurs NMDA du glutamate. En effet, le blocage
spécifique de ces récepteurs empéche l'acquisition de la peur conditionnée (Huang and
Kandel, 1998; Maren, 1999; Weisskopf et al., 1999).

Les neurotransmetteurs et neuromodulateurs présents dans la structure peuvent
agir de maniére importante sur le circuit de la peur. L'injection de neuropeptide Y dans le
BLA peut produire des effets anxiogenes ou anxiolytiques en fonction de la dose (Sajdyk
et al., 2002). L'injection de substance P va réduire I'état de stress induit par un protocole
de peur conditionnée (Zhao et al., 2009). Par ailleurs, des hauts niveaux de dopamine
(Grace and Rosenkranz, 2002), de méme qu'une activation des récepteurs CRF1
(Hubbard et al., 2007) va potentialiser I'étape d’acquisition du souvenir dans un protocole
de peur conditionnée. L'ocytocine dans le CeA va avoir un role anxiolytique tandis que la
vasopressine va avoir des propriétés anxiogenes (Stoehr et al., 1992; Huber et al., 2005).
Enfin, le circuit de la peur peut également étre modulé par linfluence de substances
anxiolytiques, tel que le diazépam, ce qui va empécher la formation de nouveaux

souvenirs dans des protocoles de conditionnement (Tomaz et al., 1993).

[11.3. Amygdale et douleur

Connaissant le réle de 'amygdale dans le traitement et le contréle des émotions,
ainsi que son implication dans les processus de peur conditionnée, un nombre croissant
d’études a commencé a s'intéresser au réle de I'amygdale dans la douleur au cours de
ces trente dernieres années. En effet, la douleur possede également une composante

émotionnelle forte, généralement désagréable, ce qui la rend trés aversive.

L’amygdale, comme cela a été montré précédemment, intégre des informations
sensorielles, dont certaines sont nociceptives, et polymodales. Elle attribue a ces
informations une valeur émotionnelle, que l'on appelle la «valence », qui peut étre
positive ou négative (ou « aversive »). Ainsi, I'individu, en fonction de la valence d’'une

information, va adopter le comportement le plus adapté. Par exemple, lors d’'un protocole
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de peur conditionnée, I'association entre le son et le choc électrique va avoir une valence
négative, qui va pouvoir étre stockée dans la mémoire émotionnelle. Ainsi, lors d’'une
présentation ultérieure du stimulus sonore, le comportement de I'individu sera associé a
de la peur et a une stimulation exacerbée de tous ses paramétres autonomes. Par
ailleurs, si I'on prend I'exemple d’un animal dans la nature qui se retrouve face a un
prédateur, sa réponse comportementale adaptée inclura des phénomeénes d’inhibition de
la douleur (hypoalgésie) afin de limiter les réflexes et de faciliter une réaction rapide de
fuite ou d’attaque (LeDoux, 2000). On voit donc que I'amygdale, qui est intégrée dans un
des circuits de la douleur via ses afférences et efférences, peut moduler cette

composante.

Il existe une relation forte et réciproque entre douleur et état émotionnel. En effet,
une douleur, particulierement lorsqu’elle est chronique, peut conduire certains patients a
des états anxieux et dépressifs. Inversement, un état anxieux peut induire des
phénomeénes d’hypersensibilité sensorielle. Ces aspects ont pu étre montrés en clinique
chez 'lhomme (Gallagher et al., 1995) ainsi que dans des modéles animaux (Rivat et al.,
2010; Yalcin et al., 2011). De maniére générale, on peut dire que si le stress et la peur
peuvent inhiber la douleur, I'anxiété et les états dépressifs vont avoir tendance a
augmenter lintensité d’'une douleur ressentie. Dans l'une ou l'autre de ces situations,
'amygdale peut participer aux mécanismes d’hyper- ou d’hypoalgésie, mais également

aux troubles émotionnels associés a la douleur.

Le noyau central de 'amygdale, de par son appartenance a la voie nociceptive
spino-parabrachio-amygdaloide, et de par ses efférences sur des structures impliquées
dans la nociception, est un élément important de la modulation douloureuse. Ainsi,
'analgésie associée lors d'un protocole de peur conditionnée est trés atténuée chez des
animaux dont le CeA a été lésé (Fox and Sorenson, 1994). Par ailleurs, l'injection de
neurotensine, un peptide neuromodulateur, dans le CeA produit un effet antinociceptif
(Kalivas et al., 1982). De la méme maniére, une injection de bicuculline, un antagoniste
spécifique des récepteurs GABA,, provoque un effet antinociceptif, tandis que I'injection
de muscimol, un agoniste GABA,, induit une augmentation des symptdomes douloureux
(Hasanein et al., 2008).

A I'échelle cellulaire et moléculaire, les mécanismes de plasticité synaptique sont
également en jeu au niveau des afférences apportant les informations nociceptives. En
2004, Neugebauer et ses collaborateurs ont montré que dans un modéle de douleur aigué
chez le rat, la transmission synaptique excitatrice des afférences nociceptives au CeA

était augmentée a partir de 6 a 8 heures apres l'induction de la douleur (Neugebauer et
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al., 2004). Cette plasticité est par ailleurs dépendante des récepteurs NMDA du
glutamate. Quelques années plus tard, Ikeda et ses collegues ont réalisé le méme type
d’étude mais avec un modéle de douleur chronique de type neuropathique (Ikeda et al.,
2007). lls ont ainsi pu montrer qu'une douleur neuropathique induit une PLT de la
transmission synaptique excitatrice, de maniére bilatérale, aux synapses BLA-CeA, et, de
maniéere controlatérale a la Iésion, aux synapses provenant du noyau parabrachial et
arrivant au CeA. Cependant, a la différence du modéle aigu de douleur, la potentialisation

de la transmission synaptique est ici indépendante des récepteurs NMDA.

Ces quelques études montrent bien la place importante qu'occupe le CeA dans
'un des circuits d'intégration et de modulation de la douleur. Néanmoins, comme l'ont
montré les études portant sur le processus d’intégration et de stockage de la peur
conditionnée, le BLA est un complexe important au sein de 'amygdale puisqu’il permet
l'intégration de nombreuses informations sensori-discriminatives. Dans le cadre de la
douleur, nous savons que le BLA recoit également des informations nociceptives (Lanuza
et al., 2008), et une étude a montré que I'application d’opioides dans le BLA induit une
action anti-nociceptive (Helmstetter et al., 1998). Le BLA, bien quil ne soit pas
directement inclus dans la voie spino-parabrachio-amygdaloide, peut donc néanmoins

l'influencer, via ses projections sur le CeA.

IV. La douleur

IV.1. Qu’est-ce que la douleur ?

IV.1.a. Définition

La douleur correspond a un message complexe qui va indiquer a l'organisme
I'existence d’'une altération dans son fonctionnement. Le processus sensoriel a l'origine
du message nerveux est appelé la nociception, terme utilisé pour la premiére fois par
Sherrington (Sherrington, 1906). Cette composante sensorielle a été préservée au cours
de I'évolution et se retrouve chez tous les organismes, depuis les invertébrés jusqu’aux
mammiféres (Kavaliers, 1988). La nociception correspond donc aux fonctions sensori-
discriminatives de I'organisme qui vont permettre de détecter, et de réagir face a des
stimulations pouvant étre potentiellement nocives. Ainsi, douleur et nociception sont deux
notions bien distinctes. La premiére correspond a la partie purement sensorielle et
mécanistique, et la seconde a la perception et l'interprétation consciente du message

nociceptif. Les définitions des termes couramment utilisés dans le domaine d’étude de la
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Termes

Définitions

Nociception
Nocicepteur

Stimulus nocif

Douleur

Neuropathie

Douleur
neuropathique

Allodynie

Hyperalgésie

Processus nerveux par lequel le systtme somatosensoriel encode un
stimulus nocif.

Récepteur sensoriel a haut seuil du syteme nerveux périphérique
somatosensoriel capable de transduction et d'encodage de stimuli nocifs.

Stimulus préjudiciable ou menacgant d'endommager les tissus sains.

Expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée a une Iésion
tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en des termes évoquant une
telle Iésion.

Affection du systeme nerveux périphérique ou central.

Douleur causée par une lésion ou une maladie affectant le systeme
somatosensoriel.

Douleur due a un stimulus non nociceptif.

Douleur exacerbée suite a un stimulus nociceptif.

Tableau 1 : Définitions des termes couramment utilisés dans | ‘étude de la douleur

L'IASP (International Association for the Study of Pain) a défini en 1994 la plupart des termes
utilisés dans le domaine de I'étude la douleur (source : www.iasp-pain.org).
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douleur sont regroupées dans le tableau 1. L'IASP (International Association for the Study
of Pain) propose en 1994 de définir la douleur comme étant « une expérience sensorielle
et émotionnelle désagréable liée a une Iésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en
des termes évoquant une telle lésion ». Cette définition indique bien la nature
profondément subjective de la douleur, qui est avant tout une sensation, un ressenti, vécu
et décrit par l'individu. Par ailleurs, Melzack et Casey ont distingué trois composantes
dans la douleur (Melzack and Casey, 1968). La composante sensori-discriminative,
correspondant a l'activation des voies anatomiques de la nociception, qui vont analyser
l'intensité, la localisation, la durée et le type de stimulation nociceptive. La composante
affectivo-émotionnelle, qui confere le caractére désagréable a la stimulation nociceptive et
qui va provoquer une réaction comportementale adaptée. Enfin la composante cognitive,
qui regroupe les processus participant au traitement des différentes informations et qui va
permettre de replacer la stimulation nociceptive dans un contexte particulier, d’interpréter

sa signification, ou encore de faire référence aux expériences passées.

IV.1.b. Douleur aigué et douleur chronique

La douleur aigué est généralement due a une stimulation des nocicepteurs. Ce
sont des récepteurs sensoriels a haut seuil du systéeme nerveux périphérique
somatosensoriel capables de traduire et d’encoder les stimuli nocifs (Tab. 1). La douleur
aigué correspond donc a un processus physiologique pouvant étre assimilé a un signal
d’alarme devant une menace de l'intégrité de I'organisme (Guirimand and Le Bars, 1996;
Scholz and Woolf, 2002; Guirimand, 2003). En réponse a une stimulation nociceptive, le
systeme nerveux va alors déclencher des réactions musculaires réflexes,
comportementales et autonomes (cardiovasculaires, endocrines) afin d'en limiter les
conséguences néfastes. Comme lors des protocoles de peur conditionnée, la douleur va
s'inscrire dans un apprentissage adaptif qui visera a limiter la réapparition des actions
potentiellement dangereuses. Ainsi, la douleur aigué, physiologique, est utile et
protectrice. Mais, comme toute fonction de I'organisme, le systeme nociceptif peut subir
des déreglements et le symptéme initial de douleur aigué pourra alors devenir persistant

et pathologique.

La douleur chronique est caractérisée par une durée évoluant aprés 3 a 6 mois.
En revanche, pour un modéle animal de douleur neuropathique, les échelles de temps ne
sont pas les mémes et on peut considérer que la douleur devient chronique lorsque les
symptémes perdurent 2 semaines apres la Iésion originelle. La douleur chronique est en

réalité une douleur-maladie, correspondant a un syndrome a part entiére et survenant
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dans des conditions pathologiques qui vont persister au cours du temps. Dans ce cas, elle
perd son role de signal d’alarme, ne protege plus et devient néfaste pour I'organisme. Elle
est généralement définie par son caractére spontané (i.e. en I'absence de stimulus) et/ou
par la présence d’hyperalgésie et/ou d’allodynie, en plus de symptdomes éventuels de
dysesthésie et/ou de paresthésie (Tab. 1). Par ailleurs, outre leur caractere strictement
déplaisant, les douleurs pathologiques s’accompagnent souvent de troubles de I'appétit,
du sommeil et potentiellement de I'humeur avec des comportements anxieux et
dépressifs. Elles vont retentir sur le quotidien du patient, avec des répercussions sociales,

professionnelles et familiales.

Néanmoins, tout comme la douleur aigué, il n'existe pas une douleur seule
persistante mais plusieurs, qui peuvent étre différenciées selon leur mécanisme
physiopathologique. Ainsi on distingue :

- Les douleurs par exces de nociception, qui résultent d'une hyperstimulation des
circuits nociceptifs, consécutive a une lésion tissulaire et majoritairement a une
réaction inflammatoire initiale. La douleur est persistante soit parce que la
stimulation originelle subsiste, soit parce qu’elle a altéré durablement le circuit
nociceptif.

- Les douleurs neuropathiques (ou neurogénes), qui sont une conséquence d'une
lésion du systéeme nerveux central ou périphérique. Le plus souvent, ces douleurs
sont observées a la suite d’'un traumatisme d’un nerf périphérique ou du systeme
nerveux central, d'une atteinte virale (herpés, VIH, ...) ou dune atteinte
neurotoxique d’origine métabolique (diabete) ou chimiotoxique (anticancéreux).

- Les douleurs sine materia, liées a des mécanismes encore mal connus (céphalées
de tension, fibromyalgie, ...), a une pathologie indétectable ou bien a une étiologie

psychogéne.

Lors de ce travail de these, les études ont été menées uniquement sur le modele
du « cuff », qui est un modéle animal de douleur neuropathique (Mosconi and Kruger,
1996; Benbouzid et al., 2008). Le principe repose sur I'apposition d’'un manchon en
polyéthylene autour de la branche principale du nerf sciatique de la patte de I'animal, ce

qui va instaurer une neuropathie observable et mesurable 2 a 3 jours apres la chirurgie.

IV.1.c. La douleur neuropathique

La douleur neuropathique est définie selon I'IASP comme une « douleur

consécutive a une lésion ou a une maladie affectant le systéme somatosensoriel »
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(Tab. 1). Pouvant étre d’'étiologie centrale ou périphérique, selon la localisation de la
lésion neurologique causale, les douleurs neuropathiques présentent des caractéristiques
cliniques spécifiques qui les distinguent de toutes les autres douleurs. La sémiologie
clinique est relativement stéréotypée, associant des symptdomes douloureux dits positifs et
négatifs (Attal et al., 2006; Baron, 2006).

Les symptbmes positifs sont définis par I'apparition de signes sensoriels
supplémentaires, normalement absents en condition physiologique saine. Parmi ceux-ci,
des symptdbmes non douloureux peuvent étre percus. Il s'agit de sensations anormales
comme les paresthésies, qui sont des manifestations non douloureuses de
fourmillements, d’engourdissements ou de picotements. D’autres sensations anormales
sont appelées dysesthésie lorsqu’elles sont ressenties comme désagréables par le
patient. Généralement, ces sensations anormales vont se retrouver dans la méme zone
de l'organisme que les symptdémes douloureux. Ces derniers sont de deux types: les
douleurs spontanées et les douleurs provoquées. Les douleurs spontanées peuvent étre
continues, superficielles, souvent décrites comme des sensations de brdlure, ou
profondes comme une sensation de compression ou de crampes. Concernant les
douleurs provoquées, on distingue classiquement d'une part I'allodynie mécanique,
déclenchée par des stimulations mécaniques non nociceptives comme un frottement ou
une légére pression, et d'autre part I'allodynie thermique, déclenchée par des stimulations
froides ou chaudes normalement non douloureuses. L'autre type de douleur provoquée
est I'hyperalgésie qui correspond a l'exacerbation de la douleur induite par des
stimulations mécaniques ou thermiques nociceptives.

Les symptdmes négatifs sont eux définis par I'atténuation de fonctions sensorielles
normalement présentent en condition physiologique saine. Certaines douleurs
neuropathiques peuvent se manifester par la survenue d’'un déficit partiel (hypoesthésie)

ou total (anesthésie) d’'une modalité sensitive au niveau de la zone neurologique Iésée.

Par ailleurs, il ne faut pas oublier la sémiologie affective des douleurs
neuropathiques. En clinique, les liens entre douleur et troubles affectifs sont bien établis
(Dersh et al., 2002). Ces résultats ont pu étre reproduits sur des modeles animaux de
douleur neuropathique, chez lesquels apparaissent des troubles de I'humeur aprés la
mise en place de la douleur (Gongalves et al., 2008; Yalcin et al., 2011). Réciproquement,
la dépression semble étre un terrain propice au développement de douleurs (Dworkin et
al., 1995; Campbell et al., 2003). Cet aspect a également pu étre modélisé chez I'animal,
puisque une hypersensibilité sensorielle a été mesurée dans un modéle animal d’anxiété
(Rivat et al., 2010).
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IV.1.d. Mesure de la douleur neuropathique chez I'animal

La douleur neuropathique peut induire divers symptdbmes chez I'homme et

I'animal, en fonction de son étiologie. Les symptdmes mesurables chez I'animal sont un

ensemble de réponses motrices induites par une stimulation nociceptive aigué et de

réponses comportementales plus complexes.

Les réponses mesurables les plus simples suite a un stimulus nociceptif sont des

réponses motrices élémentaires, consistant en un retrait de la zone stimulée. Les

réponses comportementales consistent plutét a des léchages de la zone stimulée, qu'il

faut bien différencier du toilettage normal de l'animal. Pour mesurer ces réponses,

plusieurs tests existent :

Le test de la plaque chaude, qui permet d'évaluer la latence de réaction
nociceptive en réponse a une stimulation chaude fixe (Woolfe and MacDonald,
1944). L'animal est placé sur une plaque chaude a une température nociceptive et
en est retiré des l'apparition d’'une réponse comportementale douloureuse (e.g.
retrait et/ou léchage des pattes, sauts, ...). Le temps avant le retrait de I'animal est
alors utilisé comme mesure de I'hyperalgésie thermique. Une variante de ce test
est la plaque chaude / froide dynamique, qui consiste en une rampe thermique
allant d’'une température non nociceptive a une température nociceptive. L'intérét
étant de pouvoir observer le comportement de I'animal au cours de cette rampe
thermique et d’apprécier a la fois les phénoménes d’allodynie et d’hyperalgésie.

Le test de Hargreaves, ou Plantar, permet dobserver la sensibilit¢é cutanée
thermique chaude en exposant la surface plantaire des pattes de I'animal a une
chaleur radiante croissante (Hargreaves et al., 1988). Ici également, le temps
avant le retrait de I'animal est alors utilisé comme mesure de I'hyperalgésie
thermique. L'avantage de ce test est de pouvoir discriminer la sensibilité de
chacune des pattes postérieures de I'animal, ce qui n’est pas le cas avec le test de
la plaque chaude.

Le test des filaments de von Frey, utilisé a I'origine en clinique, a été adapté a la
I'évaluation des seuils nociceptifs mécaniques statiques chez le rongeur (Chaplan
et al., 1994). Il consiste a appliquer successivement des filaments de raideur
croissante sur la surface plantaire de I'animal. Le premier filament induisant une
réponse, généralement de type retrait, indiquera le seuil douloureux.

La pince calibrée, offre une alternative au test des filaments de von Frey pour

I'évaluation des seuils nociceptifs mécaniques (Luis-Delgado et al., 2006).1I
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Figure 10 : Echelle thérapeutique de la douleur défi  nie par 'OMS

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a défini des échelles de la douleur avec une prise en
charge thérapeutique par des molécules antalgiques de plus en plus fortes en fonction de la
douleur ressentie par le patient (source : www.who.int/fr/).
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- consiste en l'application sur la patte postérieure de I'animal d'une pression
constante et I'arrét de cette derniére lors de I'apparition d’'un réflexe de retrait. La
pince calibrée affiche alors la quantification de pression maximale appliquée au
moment du retrait de la patte, correspondant ainsi au seuil nociceptif mécanique.
Bien qu’'un outillage adapté a la souris ait été mis au point, ce dernier reste peu
fiable & l'utilisation et I'on préférera I'utilisation des filaments de von Frey chez cet
animal.

- Le test a l'acétone, permettant d'évaluer la sensibilité thermique froide chez
'animal (Flatters and Bennett, 2004). Il consiste a appliquer quelques microlitres
d'acétone sur la face dorsale de la patte postérieure de l'animal et a noter la
réponse comportementale qui s’en suit. En effet, 'acétone provoque, lors de son
évaporation, une stimulation thermique froide non nociceptive, permettant ainsi de

mesurer I'allodynie au froid.

Le modéle du cuff utilisé dans cette étude induit uniquement deux symptémes
mesurables : une hyperalgésie thermique au chaud, qui est transitoire (i.e. environ 3
semaines), et une allodynie mécanique statique, qui disparait aprés environ 3 mois. Nous
nous sommes donc uniquement intéressés a ce second symptébme, puisqu’il est
mesurable sur une durée de temps plus longue. Pour ce faire, nous avons utilisé le test

des filaments de von Frey, puisque le modele animal de I'étude est la souris.

IV.2. Traitements actuels de la douleur

IV.2.a. Traitements pharmacologiques des douleurs aigués

La prise en charge thérapeutique des douleurs varie selon les causes probables
de la douleur. Ainsi, 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) a défini trois paliers
correspondant a trois niveaux de traitement en fonction de la douleur pergue par le patient
(Fig. 10). Plus la douleur percue par le patient est décrite comme étant forte, plus le
traitement antalgique va reposer sur des molécules puissantes, allant jusqu’a I'utilisation
d’opioides. Néanmoins, ce protocole thérapeutique qui est souvent efficace pour le
traitement des douleurs aigués ou des douleurs inflammatoires, ne s’applique pas dans le
cas des douleurs neuropathiques, car celles-ci ne répondent généralement peu, voire pas
du tout, aux traitements antalgiques classiques (i.e. anti-inflammatoires non stéroidiens,

paracétamol, ...).

Page 67




Introduction

Page 68




Introduction

IV.2.b. Traitements pharmacologiques des douleurs neuropathiques

Malgré la grande hétérogénéité étiologique des douleurs neuropathiques,
plusieurs classes de molécules ont fait la preuve de leur efficacité. De plus, la plupart de
ces traitements ont une efficacité similaire quelle que soit I'étiologie douloureuse (Attal et
al., 2006, 2010).

Les molécules couramment utilisées pour le traitement de la douleur chronique
résistante aux antalgiques classigues, notamment la douleur neuropathique, sont les
opioides. Par exemple, les morphiniques peuvent étre bénéfiques dans le cas de douleurs
neuropathiques périphériques (Huse et al., 2001) ou centrales (Attal et al., 2002;
Rowbotham et al., 2003). Néanmoins, les doses nécessaires a I'obtention d'un effet
analgésique significatif sont pres de deux fois plus élevées que celles habituellement
utilisées pour traiter les douleurs aigués (Benedetti et al., 1998). Par ailleurs, il n'y a pas
de dose maximale recommandée et 'OMS conseille I'utilisation et 'augmentation des
doses du traitement jusqu'a un soulagement des symptoémes. Malheureusement, les
effets secondaires de ce type de molécules apparaissent relativement rapidement : mise
en place d’'une tolérance (i.e. nécessité d’augmenter la dose afin d’obtenir le méme effet)

et de phénomenes d’addiction.

C’est pourquoi, les molécules utilisées actuellement en premiére ligne pour traiter
les douleurs neuropathiques appartiennent a la classe des antidépresseurs. Les plus
anciennes font partie de la classe des antidépresseurs tricycliques. Ces molécules aux
effets indésirables nombreux ont prouvé leur efficacité dans le traitement de douleurs
neuropathiques variées (Collins et al., 2000). Une alternative peut étre utilisée en cas
d’'intolérance ou de contre-indication a la prise des tricycliques ; il s’agit des inhibiteurs
mixtes de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline. Ceux-ci ont également fait
preuve d'une bonne efficacité dans certains types de douleurs neuropathiques
périphériques (Tasmuth et al., 2002; Sindrup et al., 2003) ou liées au diabéte (Anon.,
2005). Il existe également les inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine, mais leur
efficacité reste moindre (Wolfe and Trivedi, 2004).

La seconde grande classe pharmacologique utilisée dans le traitement des
douleurs neuropathiques est celle des anticonvulsivants (Collins et al., 2000; Jensen,
2002). Leur action antalgique est efficace dans certains cas de douleurs neuropathiques,
sans que les mécanismes en jeu soient totalement compris. Par ailleurs, ces molécules

entrainent également bon nombre d’effets secondaires.
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Figure 11 : Etapes de la neurostéroidogenese et actionsde I’ EFX

Les neurostéroides sont synthétisés a partir du cholestérol ou de précurseurs stéroidiens
circulants. Le cholestérol est acheminé au sein de la membrane mitochondriale interne, puis
transformé en prégnénolone par I'enzyme p450scc. Il s’en suit alors une chaine de réaction avec
des réductions enzymatiques en position 5a et 3a, respectivement par la 5a-réductase et la 3a-
hydroxystéroide déshydrogénase (3a-HSD), pour obtenir in fine le THDOC et I'alloprégnanolone,
de puissants modulateurs du récepteur GABA,.

L'EFX agit de maniére directe en se fixant sur les sous-unités B,/; du récepteur GABA, ou de

maniére indirecte en se fixant sur le TSPO, ce qui conduit a augmenter la synthése de
nelirostéroides actifs.
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Pour résumer, les traitements actuels utilisés contre les douleurs neuropathiques
ont une efficacité relative selon I'étiologie de la douleur, mais leur principal défaut réside

dans les effets secondaires importants et désagréables liés a la prise du traitement.

IV.2.c. Alternative aux traitements classiques des douleurs neuropathiques

De nombreuses données suggéerent que les stéroides endogénes contrblent
'expression symptomatique de la douleur chez 'homme (Craft et al.,, 2004). Peu de
données sont cependant disponibles concernant le mécanisme d’action de ces molécules

dans la cadre de douleurs neuropathiques (Rupprecht and Holsboer, 1999).

Les neurostéroides sont des stéroides produits dans le systeme nerveux par les
neurones et les cellules gliales, et ceci indépendamment des stéroides circulants. Ils sont
synthétisés a partir du cholestérol ou de précurseurs stéroidiens circulants. La
neurostéroidogenese a lieu dans les mitochondries des neurones et des cellules gliales
(Compagnone and Mellon, 2000; Mellon et al., 2001). Le transport du cholestérol dans la
mitochondrie se fait en partie via un transporteur spécifique, le TSPO (Translocator
Protein, anciennement nommé PBR, pour Peripheral Benzodiazepine Receptor) (Fig. 11).
Comme l'indique I'ancien nom de ce transporteur, la plupart des benzodiazépines peuvent
se fixer sur celui-ci et ainsi stimuler I'entrée de cholestérol dans la mitochondrie, donc la
neurostéroidogenése (Krueger, 1991; Papadopoulos et al., 1991). Aprés son entrée dans
la mitochondrie, le cholestérol est acheminé au sein de la membrane mitochondriale
interne, puis transformé en prégnénolone par I'enzyme p450scc (cytochrome p450 side
chain cleavage) (Fig. 11). A partir de ce précurseur s’en suit une chaine de réactions
conduisant in fine a la production de neurostéroides actifs, réduits en positions 3a et 5a
(Fig. 11). Ces neurostéroides, comme l'alloprégnanolone (3a-5a-tétrahydroprogestérone)
ou le THDOC (3a-5a-tétrahydrodéoxycorticostérone) sont connus comme étant de
puissants modulateurs du récepteur GABA, (Keller et al., 2004; Belelli and Lambert,
2005). En effet, celui-ci posséde deux sites de liaison pour les neurostéroides : un site de
modulation, a haute affinité (i.e. ordre du nM), situé sur les sous-unités a du récepteur, et
un site agoniste, a basse affinité (i.e. concentration > 100 uM), situé entre les sous-unités
a et B du récepteur (Hosie et al.,, 2006). En se fixant sur ces sites de modulation, les
neurostéroides actifs vont conduire & une augmentation de 'inhibition.

Les enzymes permettant la production de neurostéroides actifs sont actives a I'état
basal. Elles permettent la production des neurostéroides locaux et sont fortement

stimulées lors du développement de douleurs dans des modéles animaux de douleurs
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Tableau 2 : Expression d’enzymes de la neurostéroidogenése dans des struct  ures du
systeme nerveux central de rongeurs

Les hormones sont exprimées par les neurones et les cellules gliales. La mise en évidence du
niveau d’expression des ARN messager (1) et/ou des protéines (2) ainsi que [Iactivité
enzymatique (3) est indiquée selon leur intensité par le signe +. Les lettres ND indiquent que
'enzyme n'a pas été détectée a ce jour. P450scc = enzyme a cytochrome p450 side chain
cleavage, 3BHSD = 3B hydroxystéroide déshydrogénase, 50R = 5a-réductase, 30HSD = 3o
hydroxystéroide déshydrogénase (Keller and Poisbeau, 2009).
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inflammatoires (Poisbeau et al., 2005) et neuropathiques (Pathirathna et al., 2005; Meyer
et al., 2008). Par ailleurs, ces travaux montrent que le blocage de la neurostéroidogenése
provoque une aggravation des symptémes douloureux en comparaison avec les animaux
ayant une neurostéroidogenese intacte. Ces enzymes sont notamment exprimées dans

I'amygdale (Compagnone and Mellon, 2000; Keller and Poisbeau, 2009) (Tab. 2).

Ces résultats suggerent une solution alternative pour le traitement des
neuropathies, consistant a stimuler la production endogéne de neurostéroides, en utilisant
notamment des molécules liant le TPSO et augmentant son activité. Les
benzodiazépines, utilisées en clinique pour traiter I'anxiété, sont connues pour se lier sur
le TPSO et stimuler la neurostéroidogenése. Elles pourraient donc étre des molécules
intéressantes a tester pour traiter les douleurs neuropathiques. Néanmoins, leurs effets
secondaires sont similaires a ceux observés avec l'usage des opioides (i.e. tolérance,
addiction), additionnés d’effets hypnotiques, sédatifs et mnésiques.

L'étifoxine (EFX), une molécule de la classe des benzoxazines, mise sur le
marché récemment et prescrite comme anxiolytique en France (Stresam®), ne présente
pas de structure apparentée aux benzodiazépines mais présente des mécanismes
d’action similaires. En effet, il a été montré en électrophysiologie qu’elle peut agir de deux
manieres distinctes (Schlichter et al., 2000). Elle se fixe directement sur un site propre,
localisé sur les sous-unités [,/Bs du récepteur GABA,, et potentialise son activité de
maniere allostérique (Verleye et al., 2002; Hamon et al., 2003), mais elle peut également
se fixer sur le TPSO, et donc augmenter la synthése de neurostéroides actifs réduits en
positions 3a et 5a (Verleye et al., 2005) (Fig. 11). Ainsi, qu’elles soient directe ou
indirecte, les actions de 'EFX conduisent toutes deux a une potentialisation de I'activité
du récepteur GABA,. Par ailleurs, du fait de sa structure non benzodiazépinique, 'EFX ne
posséde pas ou peu d'effets secondaires (Kruse and Kuch, 1985; Micallef et al., 2001).
Cette molécule pourrait donc se révéler un outil intéressant afin de potentialiser la
neurostéroidogenese endogene, dans le but d’améliorer les symptémes douloureux dans

le cadre de neuropathies.
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IV.3. Les voies neuroanatomiques de la douleur

Pour références et revues générales, se référer a (Guirimand and Le Bars, 1996; Millan,
1999, 2002; Guirimand, 2003).

IV.3.a. L'intégration du message nociceptif

Les nocicepteurs ont une fonction de transmission du message nociceptif de la
périphérie vers le systéme nerveux central. Ces neurones, dont leur corps cellulaire est
situé dans les ganglions rachidiens (pour ceux innervant le tronc et les membres) ou
craniens (pour ceux innervant la face), possédent une extrémité axonale en périphérie,
qui détecte les stimuli nociceptifs, et une autre extrémité axonale projetant vers le
systeme nerveux central.

Les messages nociceptifs sont générés au niveau de récepteurs nociceptifs
appelés « terminaisons libres », qui sont amyéliniques et qui constituent des arborisations
dans les tissus innervés. Ces terminaisons libres ont pour réle la transduction du signal,
c'est-a-dire la transformation d’un stimulus physique en un potentiel électrique détectable
par le systeme nerveux. Le stimulus nociceptif est codé en fonction de son intensité. Les
terminaisons libres sont classées en fonction de la modalité de stimulation qu’elles
détectent. On trouve deux classes: la premiére correspond aux nocicepteurs
mécaniques, activés par les déformations mécaniques nociceptives, et la seconde
correspond aux nocicepteurs polymodaux. Ces derniers sont activés par des stimuli
nociceptifs de n'importe quelle nature. Ainsi, ils peuvent détecter les stimuli mécaniques,
chimiques et thermiques.

Les fibres conduisant I'influx nerveux sont classées selon leur diametre et la
présence ou non d’'une gaine de myéline. On peut ainsi distinguer 3 grands groupes de
fibres afférentes :

- Les fibres AB, qui sont de gros calibre (6-20 um) et fortement myélinisées,
conduisent I'information tactile non nociceptive. Leur vitesse de conduction est tres
élevée (30 a 120 m/s), en raison de leur forte myélinisation.

- Les fibres A9, qui sont de petits calibres (2-5 um) et faiblement myélinisées, avec
une vitesse de conduction moyenne (4 a 40 m/s). Elles transmettent les messages
en provenance des nocicepteurs mécaniques et thermiques a la chaleur, ainsi que
l'information thermique non nociceptive.

- Enfin les fibres C, qui ont un calibre trés fin (0,3-3 um), sont totalement

dépourvues de myéline. Leur vitesse de conduction est de ce fait trés lente (0,5 &
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- 2 m/s). Elles conduisent l'information provenant des nocicepteurs polymodaux.
Classiqguement, elles sont subdivisées en fibres peptidergiques, qui synthétisent
des peptides tels que la substance P et le CGRP (Calcitonin Gene-Related
Peptide) et expriment le récepteur TrkA du facteur de croissance NGF (Nerve
Growth Factor), et des fibres non peptidergiques, qui expriment le récepteur du
GNDF (Glial-cell Derived Neurotrophic Factor) et un site de liaison pour la lectine
IB4.

Le stimulus nociceptif détecté par les nocicepteurs va ensuite étre acheminé au
systeme nerveux central, avec un premier relai dans la corde dorsale de la moelle
épiniere. C’est une région clé du systéme nerveux central dans laquelle les informations
sensorielles sont recues, intégrées et relayées vers les centres supraspinaux. Les
neurones de la substance grise de la moelle épiniere sont organisés en couches, ou
laminae, définies selon la classification de Rexed (Rexed, 1952). Les couches | a VI
forment la corne dorsale de la moelle épiniere et s’organisent dans un axe dorso-ventral,
la couche | étant la plus dorsale. Les laminae I, Il et V sont les principales entrées
nociceptives. Néanmoins, les fibres nociceptives Ad et C vont se distribuer dans les
différentes couches de la corne dorsale de maniére ordonnée et différente selon leur
origine (cutanée, musculaire ou viscérale). Ainsi, les fibores C en provenance des
territoires cutanés projettent majoritairement vers les laminae | et Il, et dans une moindre
mesure vers les V et X. Les fibres Ad des territoires cutanées projettent quant a elles vers
les laminae | et Il. Enfin, les fibres afférentes en provenance des territoires musculaires et
viscéraux projettent dans les laminae I, V et VI pour la partie musculaire, ou I, V, VIl et X

pour la partie viscérale.

Dans les différentes couches de la moelle épiniére, les afférences primaires (des
nocicepteurs) vont faire synapse avec les neurones de second ordre. Ces derniers vont
véhiculer les informations nociceptives vers les centres supérieurs et sont divisés en deux
groupes :

- Les neurones nociceptifs non spécifiques, a convergence, également appelés
WDR (Wide Dynamic Range), répondent a des stimulations nociceptives ou non
nociceptives. lls recoivent donc I'ensemble des informations somatosensorielles
périphériques. On les retrouve principalement dans la lamina V, et dans une
moindre mesure dans la lamina I. lls vont coder précisément l'intensité de la

stimulation nociceptive.
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Figure 12 : Principales voies ascendantes nociceptives

A. Voie spino-thalamique. Un faisceau majoritaire projette vers le thalamus latéral puis vers les
aires corticales sensorielles primaires et secondaires ; un faisceau minoritaire projette vers le
thalamus médian puis vers le cortex cingulaire. B. Voie spino-réticulée. Une partie projette vers le
subnucleus reticularis dorsalis tandis qu'une autre partie projette vers la substance réticulée
latérale. C. Voie spino-ponto-mésencéphalique. Un premier tractus projette vers le noyau
parabrachial et un second vers la substance grise périaqueducale.
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Les neurones nociceptifs spécifiques, qui ne répondent qu'a des stimulations
mécaniques ou thermigues nociceptives et qui contactent des fibres strictement
nociceptives. On en trouve majoritairement dans les couches | et II, et quelques

uns dans la couche V.

IV.3.b. Les voies nociceptives ascendantes

Apres avoir été intégré dans la moelle épiniere, le message nociceptif est transmis

vers les centres supraspinaux via les neurones de projection. Les projections vont réaliser

une décussation au niveau médullaire puis vont emprunter les tractus de fibres

ascendants. Il existe trois tractus nociceptifs principaux :

Le tractus spino-thalamique (Fig. 12A) qui est la principale voie afférente
ascendante. Un ensemble de fibres constitue le faisceau spino-thalamique dorsal,
qui provient des laminae I, IV, V et VI et projette vers la partie latérale du
thalamus, puis vers les aires somatosensorielles primaires et secondaires. Ce
faisceau est responsable de la composante sensori-discriminative de la douleur.
Un second ensemble de fibres constitue le faisceau spino-thalamique ventral et
entre en jeu dans la composante affective et émotionnelle de la douleur. Ce
faisceau est constitué de fibres provenant des couches VII, VIII et X qui projettent
vers la partie médiane du thalamus, puis vers le cortex cingulaire antérieur et le
cortex préfrontal.

Les tractus spino-réticulés (Fig. 12B) qui participent a ['élaboration des
composantes motivationnelles et affectives de la douleur. Ces tractus partent des
laminae | et V et projettent vers le noyau giganto-cellulaire, le noyau réticulaire
latéral et le subnucleus reticularis dorsalis.

Enfin, les tractus spino-mésencéphaliques (Fig. 12C), participant a I'élaboration de
la réponse comportementale, émotionnelle et autonome a la douleur. Ces
faisceaux projettent essentiellement vers deux structures du tronc cérébral : la
PAG a partie des laminae I, IV, V et VI, et le noyau parabrachial a partir de la

couche |I.

Parmi les tractus spino-mésencéphaliques, celui projetant vers le noyau

parabrachial est particulierement important pour lintégration du message nociceptif et

I'élaboration des réponses émotionnelles et autonomes a la douleur. Le noyau

parabrachial intégre l'information nociceptive puis peut la rediriger vers des structures

diencéphaliques. Ainsi, il peut projeter vers I'hypothalamus pour former la voie

parabrachio-hypothalamique (Bester et al., 1997), vers le thalamus pour donner lieu a la
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voie parabrachio-thalamique (Bourgeais et al., 2001), et vers le noyau central de
I'amygdale pour constituer la voie parabrachio-amygdaloide (Bernard et al., 1993). Cette
derniére projection est particulierement intéressante car elle montre lintégration de

I'amygdale dans un des circuits de la douleur, et de fait, son réle potentiel dans celui-ci.

D’autres voies de projection existent (Millan, 1999), ce qui montre bien la diversité
des voies ascendantes susceptibles d’acheminer le message nociceptif au cerveau.
Néanmoins, bien que le rble premier de ces voies est d'informer l'organisme de la
présence d'un danger potentiel, elles peuvent également activer divers contrbles

endogenes qui vont moduler le message nociceptif.

IV.3.c. Les contrbles nociceptifs descendants

Le message nociceptif peut étre influencé par de nombreux contréles descendants
d’origine supraspinale qui vont exercer une action inhibitrice ou au contraire facilitatrice.
En revanche, il n’existe pas de distinction entre les structures a l'origine des controles
inhibiteurs ou facilitateurs. En effet, un méme effecteur peut avoir des effets opposés en
fonction de la cellule ou du récepteur-cible. Les contréles descendants d’origine
supraspinale sont nombreux et variés (Millan, 2002). Aussi, la présentation de ces
derniers ne sera pas exhaustive mais s'intéressera essentiellement aux structures

contactées par I'amygdale.

Le bulbe rostro-ventro-médian (RVM), est une source importante de sérotonine
(Mason, 1999), et participe spécifiquement au contréle tonique de la nociception. On y
trouve deux types de populations cellulaires : les cellules on et les cellules off. Les
cellules off ont une activité basale importante et participent aux contréles descendants
inhibiteurs, mais elles sont inhibées par une stimulation nociceptive. Les cellules on, en
revanche, sont silencieuses en condition basale, mais vont s’activer lors de l'arrivée d’'une
stimulation nociceptive. Elles vont alors participer aux contréles descendants facilitateurs.
Le RVM, de part ses possibilités de modulation, peut donc contribuer aux phénomenes

d’hyperalgésie et d’allodynie (Porreca et al., 2001).

La substance grise périaqueducale (PAG) présente des connections avec la
plupart des autres structures impliquées dans la régulation de la nociception (e.g. RVM,
cortex, hypothalamus, noyau parabrachial, noyau du tractus solitaire, ...). La PAG a donc

un réle clé dans la régulation et I'intégration du message nociceptif. Elle peut controler les
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réponses émotionnelles et comportementales a la douleur (Bandler and Shipley, 1994;
Odeh and Antal, 2001). Ses contrbles descendants inhibiteurs s’effectuent principalement
via le systeme noradrénergique (Millan, 2002). La PAG peut également moduler

I'analgésie opioidergique et non opioidergique (Millan, 2002).

Le noyau parabrachial, de méme que le noyau du tractus solitaire, sont tous deux
des interfaces entre les systémes sensoriels et les systemes autonomes. lls peuvent, via
leurs projections, moduler les paramétres autonomes (e.g. fonctions cardiovasculaires,
rythme cardiaque, pression artérielle) associés avec le comportement douloureux. Par
ailleurs, ils sont a l'origine de contrbles descendants directs capables de produire une

analgésie (Heinricher et al., 2009).

Enfin, I'hypothalamus, qui présente également des connections avec de
nombreuses autres structures impliquées dans le contrdle de la nociception (e.g. PAG,
noyau du tractus solitaire, RVM, ...). C'est un acteur essentiel du systeme nerveux
autonome, mais il est aussi a l'origine de plusieurs contrbles descendants, notamment
dopaminergiques. Par ailleurs, le noyau parvocellulaire de I'hypothalamus a été montré
comme induisant une analgésie en libérant de I'ocytocine dans la moelle épiniere
(Sawchenko and Swanson, 1982; Kremarik et al., 1995; Barberis and Tribollet, 1996;
Breton et al., 2008). Ce contrble semble fortement impligué dans le phénoméne
d’'« analgésie liée au stress » (Porro and Carli, 1988; Mogil et al., 1995), témoignant

encore une fois du lien fort entre douleur et composante émotionnelle.

Les structures responsables des contrdles nociceptifs descendants, qu’ils soient
inhibiteurs ou facilitateurs, sont donc fortement interconnectées en une organisation
complexe. Par ailleurs, la plupart de ces structures ont des rbles multiples, pas
spécifiguement nociceptifs, et participent a la réponse émotionnelle et autonome a la

douleur.

IV.3.d. Localisation de 'amygdale dans les voies nociceptives

Parmi les voies spino-ponto-mésencéphaliques, la voie spino-parabrachio-
amygdaloide inclut I'amygdale dans un des nombreux circuits de la douleur (Bernard et
al.,, 1993). Le CeA recoit ainsi de linformation nociceptive de la part du noyau
parabrachial. Cette information va étre intégrée au sein du noyau, qui va alors, via ses
efférences vers les centres de contréles autonomes et nociceptifs, comme la PAG ou

I'hypothalamus par exemple, moduler le comportement de I'individu.
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Le BLA, quant & lui, recoit des informations sensorielles, dont certaines,
nociceptives via le thalamus, mais recoit également des informations traitant de la
composante émotionnelle de la douleur. Via ses connections avec le CeA, le BLA peut
ainsi également étre acteur de la modulation nociceptive et influencer les processus

douloureux, afin de participer & des mécanismes d’hyper- ou d’hypoalgésie.
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L’amygdale est impliguée dans l'une des principales voies nociceptives
ascendantes et plusieurs équipes ont identifié son implication dans la modulation des
contr6les descendants. Néanmoins, la plupart des études s'intéressant au réle de
'amygdale dans la douleur se sont focalisées sur le noyau central. Tres peu de données
sont disponibles quant a l'implication du complexe basolatéral de 'amygdale dans ce

processus de régulation de la douleur.

L'objectif de ce doctorat a été pour moi de montrer que le BLA est un élément
important de régulation de la nociception, et qu’il se place comme un pilote du noyau
central et des efférences qui en émergent. Nous avons cherché a répondre a diverses
guestions visant a montrer les mécanismes d’action en jeu, et jai utilisé pour cela
plusieurs approches techniques, partant d’'un niveau intégré et allant progressivement

vers un niveau cellulaire et moléculaire.

I. Etude de l'implication du BLA dans la régulatio n du comportement

douloureux

La premiere partie de I'étude eut pour but de montrer I'effet comportemental d’'une
manipulation pharmacologique du BLA. Ainsi, jai utilisé une approche in vivo avec
limplantation bilatérale de canules dans le BLA de souris. Les expériences ont été
réalisées chez des animaux sains dans un premier temps, pour voir I'action du BLA sur la
nociception en conditions physiologiques, puis chez des animaux neuropathiques, pour

voir son effet dans des conditions douloureuses.

Pour commencer, nous avons bloqué la transmission synaptique excitatrice NMDA
a l'aide du MK-801, un antagoniste des récepteurs NMDA. Cette modulation entrainant un
effet sur la sensibilité mécanique des animaux, nous avons alors bloqué la transmission
synaptique inhibitrice GABAergique avec de la bicuculline. Dans ce cas également, les
seuils nociceptifs ont été modifiés. Nous avons alors potentialisé la transmission
GABAergique a l'aide du diazépam, une benzodiazépine de référence, ce qui a eu pour

conséquence de produire le méme effet que le blocage de la transmission
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glutamatergique. Cette expérience a ainsi mis en évidence que la régulation de la

nociception par le BLA est dépendante de I'équilibre entre excitation et inhibition.

» Article | : Zeitler A, Sage-Ciocca D, Poisbeau P and Darbon P. The Basolateral
complex of Amygdala neuronal network activity sets mechanical pain threshold.

European Journal of Pain, 2013, pour soumission.

Nous savons que les benzodiazépines et que [I'étifoxine ont une action de
stimulation de la neurostéroidogenese, et que plusieurs études ont montré que les
neurostéroides peuvent étre impligués dans la modulation de la douleur. Ainsi, nous
avons voulu voir si les effets obtenus par l'application de diazépam ou d’'EFX étaient
dépendant de la synthése de neurostéroides endogénes. Pour cela, nous avons réitérée
les expériences en présence de finastéride, un bloqueur de la synthése des

neurostéroides actifs réduits en positions 3a et 5a.

Il. Etude électrophysiologique de I'action de 'EFX sur les neurones du BLA

La premiére partie in vivo a pu montrer que I'étifoxine infusée directement dans le
BLA induit un effet sur le comportement douloureux des animaux. Cette molécule étant
assez peu étudiée, il nous a paru intéressant détudier dans un second temps ses
mécanismes d’action a I'échelle cellulaire et moléculaire sur les neurones du BLA. Pour
cela, nous avons utilisé une approche électrophysiologique de patch-clamp in vitro sur

une préparation de tranches d’'amygdale.

Les effets de I'EFX ont été observés sur l'excitabilité des neurones, sur la
transmission synaptique inhibitrice spontanée et miniature. Enfin, de la méme maniére
gque dans la premiére partie, nous avons voulu voir si les neurostéroides étaient impliqués
dans les mécanismes d’action de 'EFX sur la transmission synaptique. Pour cela, nous
avons a nouveau effectué des expériences en présence de finastéride, afin de bloquer la
neurostéroidogenese et de n'observer que les effets directs de I'EFX sur le récepteur
GABA,.

» Article 1l : Zeitler A, Poisbeau P and Darbon P. Application of Etifoxine in the

Basolateral complex of Amygdala is anti-nociceptive. A écrire.
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PARTIE 1

Evaluation comportementale de la douleur

I. Animaux

Les expériences sont réalisées sur des souris C57BL/6J males agées de 8 a 12
semaines au moment de la chirurgie. Les animaux sont maintenus en cycle 12 heures
d'obscurité et 12 heures de lumiéere, avec nourriture et boisson ad libitum, a une

température constante de 22 + 2°C et une hygrométrie contrélée de 50 £ 5 %.

II. Implantation des canules

Les animaux sont anesthésiés par une injection intrapéritonéale de Médétomidine
(Domitor®, 1 mg/kg) et de Kétamine (Imalgéne®, 75 mg/kg). La kétamine est un
antagoniste du récepteur NMDA du glutamate et va avoir une action dissociative. La
Médétomidine est un agoniste des récepteurs a, adrénergiques et est utilisée pour ses
effets sédatif, analgésique et myorelaxant.

Les animaux sont alors montés sur un cadre stéréotaxique et reposent sur un
dispositif chauffant maintenant leur température corporelle a leur valeur physiologique
(37 £ 1°C) durant toute la durée de la chirurgie. On vérifie ensuite que le crane de I'animal
est parfaitement horizontal (« flat skull ») afin d'éviter tout biais lors de la prise des
coordonnées stéréotaxiques.

Une incision sagittale de la peau du crane est effectuée afin de pouvoir discerner
les reperes anatomiques que sont le Lambda et le Bregma. Ces sutures des différents os
craniens servent de référence afin de prendre les coordonnées stéréotaxiques du BLA &
I'aide de l'atlas publié par Paxinos et Watson (Paxinos and Watson, 2001). Pour chaque
animal, les coordonnées sont les suivantes : Antério-postérieur, -1.8 mm ; Latéral, £+ 3.1
mm ; Dorso-ventral, - 4.2 mm. Aprés mesure de ces coordonnées, deux trous sont perces
dans le crane a I'aide d’une fraise dentaire au dessus des BLA de chaque c6té. Avant de
descendre les canules, deux vis sont insérées dans I'os cranien en avant et en arriere de
I'emplacement des canules. Ces vis serviront de points d’ancrage pour le ciment dentaire.
Les canules (diametre externe : 0,64 mm, diamétre interne : 0,32 mm, PlasticsOne, USA)

sont ensuite descendues lentement l'une apres l'autre dans la structure. L’ensemble des
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Figure 13 : Pose d'un « cuff » chez une souris

A. Une incision est effectuée le long de la patte arriere droite de I'animal, puis le nerf sciatique est
isolé et exposé a l'air libre. B. Gros plan sur le nerf sciatique isolé. Celui-ci est maintenu a l'aide de
cure-dents en bois. C. Nerf sciatique aprés la pose du manchon en polyéthyléne (cuff).
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éléments est alors inclus dans du ciment dentaire, puis I'animal est retiré du cadre
stéréotaxique. Des bouchons de protection sont vissés sur les canules, pour éviter que
celles-ci ne se bouchent avec des impuretés.

Afin de faciliter le réveil des animaux, ils recoivent une injection intrapéritonéale
d’Atipamézole (Antisedan®, 10 mg/kg), qui est un antagoniste des effets de la
Médétomidine. Les animaux regoivent également une injection intramusculaire d’'un anti-
inflammatoire (Kétofene®, 5 mg/kg).

Les souris sont alors replacées dans leur cage sous une lampe chauffante et
surveillées jusqu'a leur réveil. Une semaine de récupération est observée, avec

vérification journaliére de I'état des animaux.

[ll. Modele de douleur neuropathique

Afin d'évaluer les effets d’'une modulation pharmacologique du BLA sur le
comportement douloureux, les animaux subissent une seconde chirurgie visant a
instaurer une douleur neuropathique. Le modele retenu est le modéle du « cuff » décrit
d’abord chez le rat (Mosconi and Kruger, 1996) puis adapté au sein du laboratoire chez la
souris (Benbouzid et al., 2008).

Les animaux sont maintenus pendant la durée de I'expérience sous anesthésie
générale gazeuse a l'isoflurane 2,5%. Une incision de 0,5 & 1 cm est effectuée le long de
la patte arriére droite de I'animal, puis le nerf sciatique est isolé et exposé a I'air libre. Un
petit morceau (1-2 mm de long) de tube en polyéthyléne (« cuff »; PE10, diamétre interne
: 1,09 mm, diametre externe : 0,38 mm) est posé autour du nerf (Fig. 13). Le nerf est alors
remis en place et la plaie est refermée a I'aide de plusieurs points de suture simples. A
noter que pour les animaux du groupe Sham, la chirurgie se déroule exactement de la
méme maniere, a la seule différence gqu’aucun morceau de polyéthylene n’est apposé sur
le nerf sciatique.

Le réveil des animaux dure moins d’'une heure mais s’effectue néanmoins sous
observation réguliere. L’allodynie mécanique induite par la chirurgie est observable 3

jours apres la chirurgie et persiste au moins 2 mois (Benbouzid et al., 2008).

IV. Injection dans les canules

Le jour de l'injection, I'animal est anesthésié Iégerement a l'isoflurane 2% afin de
faciliter la mise en place des aiguilles d'injection (diametre externe : 0,30 mm, diamétre
interne : 0,15 mm, longueur : 6 mm, PlasticsOne, USA) dans les deux canules. L’animal

est alors placé dans une petite boite en plastique transparent sans couvercle, afin de
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Figure 14 : lllustration de I'évaluation de la sensibilité méca nigue avec le test des
filaments de von Frey sur une souris

L'animal est placé dans une enceinte en plastique transparent et repose sur une grille métallique.
L’expérimentateur applique alors une pression calibrée sur les voltes plantaires des pattes
postérieures a l'aide de filaments de différents calibres. Si, pour un filament donné, I'animal retire
sa patte au moins 3 fois sur 5 applications, et qu'au filament supérieur au moins 3 réponses sur 5
sont a nouveau observées, alors le seuil de retrait est considéré comme correspondant au
grammage du premier filament (la plus faible valeur).
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limiter ses déplacements pendant I'injection dans les canules. Un volume de 0,5 pL de la
solution d'intérét est injecté durant 5 minutes (débit de 0,1 pL/min) a I'aide d’'une micro-
pompe d’injection (CMA 400, CMA Microdialysis, Suede). Les aiguilles sont alors laissées
en place pendant 5 minutes supplémentaires pour s’assurer que I'ensemble du volume
injecté ait correctement diffusé dans la structure, et ne remontera pas par capillarité dans
la canule lorsque I'on retirera l'aiguille. Les animaux sont ensuite placés directement dans
leurs cages de von Frey pour étre testés 15 minutes apres l'injection.

L'injection suivante s’effectue au minimum une semaine aprés la précédente, et un
maximum de 4 injections par canules peut étre effectué. Au-deld, I'insertion a répétition de

l'aiguille dans la canule peut causer des dommages certains dans la structure visée.

V. Evaluation de la sensibilité nociceptive mécaniq ue

Le test des filaments de von Frey (Bioseb, France) est utilisé pour déterminer le
seuil de sensibilité mécanique des pattes postérieures des souris. Pour 'ensemble des
résultats présentés dans cette thése, la patte droite correspond a la patte cuff, et la patte
gauche a la patte controle.

L’ensemble des animaux utilisés est familiarisé avec I'environnement expérimental
du test. lls sont placés 15 minutes avant d’étre testés dans une enceinte en plastique
transparent reposant sur une grille métallique. La sensibilité mécanique est évaluée en
appliquant une pression calibrée (en grammes) sur les voltes plantaires des pattes
postérieures grace a des filaments de différents calibres (Fig. 14). La pression exercée
augmente en fonction du calibre des filaments appliqués. Si, pour un filament donné,
I'animal retire sa patte au moins 3 fois sur 5 applications, et gu’au filament supérieur, au
moins 3 réponses sur 5 sont a nouveau observées, alors le seuil de retrait est considéré
comme correspondant au grammage du premier filament (la plus faible valeur).

Pour chaque souris, des lignes de base sont réalisées avant l'instauration de la
douleur neuropathique. Deux jours apres la chirurgie, les animaux sont a nouveau testés
puis tous les deux jours pendant deux semaines avant la premiere injection d'une
molécule d'intérét, afin d'obtenir des lignes de base avec des valeurs stables. Apres
injection dans les canules, les animaux sont testés 15 minutes, 30 minutes puis 1, 2, 4 et

24 heures apres. Ce type d’évaluation est aussi réalisé pour les souris naives.
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Figure 15 : lllustration d’'une vérification histologique de I'i mplantation des canules

Aprés préléevement, les cerveaux des animaux implantés sont fixés puis coupés en tranches
coronales de 40 um d'épaisseur. La bonne implantation des deux canules est systématiquement
vérifiée pour chaque animal. Sur cette illustration, réalisée a l'aide d’'une loupe binoculaire au
grossissement x2,5, I'implantation est correcte a gauche. En revanche, a droite, le point d’injection
est situé trop ventralement par rapport au BLA. Cet animal a donc été retiré de 'étude.
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VI. Prélevement des cerveaux pour Vvérification hist  ologique

A la fin de I'expérience, la derniére injection est réalisée avec du bleu de
pontamine (‘Chicago blue’, Sigma-Aldrich, France), ce qui permet a posteriori de faire une
vérification histologique du site d'implantation des canules (Fig. 15). Apres l'injection, on
attend environ 30 minutes afin que le colorant se répartisse de facon homogéne dans le
BLA. Les animaux sont alors anesthésiés avec de l'isoflurane 2,5 % puis décapités. Leur
cerveau est prélevé puis immédiatement placé dans une solution d’isopentane (Sigma-
Aldrich, France) a -80°C. Aprés cette congélation rapide, la conservation des cerveaux
peut alors se faire a -21°C jusqu’au moment de la réalisation des tranches.

On utilise ensuite un cryostat (Microm HM 560, Thermo Scientific, USA) afin de
couper les cerveaux en tranches coronales d’'une épaisseur de 40 um. Les tranches sont
récupérées et directement montées sur lame pour une observation au microscope (Leica
DMRD, Allemagne).

Le cerveau de chaque animal est alors contr6lé afin de s’assurer de la bonne
implantation bilatérale des canules dans le BLA (Fig. 15). Si 'une des deux, ou les deux

canules d’'un animal s’averent étre mal implantées, ce dernier est retiré de I'étude.

VII. Protocoles utilisés

En fonction de I'objectif expérimental, nous avons été amenés a utiliser 3 types de
groupes d’animaux implantés bilatéralement dans le BLA avec des canules : des animaux
sains, des animaux rendus neuropathiques par la pose d'un cuff, et des animaux
neuropathiques (cuff) ayant recu un traitement de 2 semaines au finastéride. Les détails
temporels des protocoles utilisés sont présentés a l'aide des frises dans la figure de la
page suivante (Fig. 16), et les détails des substances utilisées et injectées sont précisés

dans le paragraphe suivant.

VIII. Préparation des substances pharmacologiques

Toutes les solutions pour les injections ont été préparées extemporanément dans
une solution saline (NaCl 0,9 %).

La bicuculline (Sigma-Aldrich, France), un antagoniste spécifique des récepteurs
GABA,, a été diluée dans de I'eau pure pour une concentration stock de 10 mM, puis

utilisée a une concentration finale de 10 uM.
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Injectionde la
substance a tester
dans les canules

Animaux sains

| -

Mesure des Test

Implantation

| Récupération liones de base est Repos
canules 2 semaines 9 , Avantinjection, 1semaine
1 semaines 15min, 30min,
1h, 2h, 4h
Animaux neuropathiques Injection de la
substance atester
dans les canules
l Temps >
Implant?tion Repos dl_ég;aesse Cuff c;-igges Test Repos
canules 2 semaines . © base Avantinjection, 1semaine
1 semaine 2 semaines 15min, 30min,
1h, 2h, 4h

Animaux neuropathiques

o, . L. Injectionde la
traités au finastéride )

substance a tester
dans les canules

.

Implantiatlon Repos dlggt?:sse Cuff (;_lgtr)les Test Repos
canules 2 semaines ; © base Avantinjection, 1semaine
1semaine 2 semaines 15min, 30min,
1h, 2h, 4h
Finastéride
(tous les 2
jours)
FEigure 16 : lllustration de I'aspect temporel des différents pr otocoles utilisés en fonction du

type de groupe d’animaux

Aprés la semaine de repos suivant l'injection dans les canules, soit une nouvelle injection et une
série de test sont effectués, soit les animaux sont euthanasiés pour le prélevement de leurs
cerveaux, afin de vérifier la bonne implantation des canules.
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Le MK-801 (Sigma-Aldrich, France), un antagoniste non-compétitif des récepteurs
NMDA du glutamate, a été dilué dans de I'eau pure pour une concentration stock de
1 mM, puis utilisé & une concentration finale de 1 pM.

Le diazépam (Roche, France), une benzodiazépine ayant une action allostérique
positive sur les récepteurs GABA,, a été dilué dans de I'éthanol absolu pour une
concentration stock de 10 mM, puis utilisé & une concentration finale de 10 pM. La
concentration finale d’éthanol est inférieure a 0,1 %.

L'étifoxine (6-Chloro-4-methyl-4-phenyl-3,1-benzoxazin-2-yl(ethyl)amine-
hydrochloride ou Stresam®, Biocodex, Gentilly, France) est diluée dans du DMSO pour
une concentration stock de 100 mM. L'EFX est utlisée diluée dans la saline a la
concentration finale de 60 uM. La concentration finale de DMSO est inférieure a 0,1 %.

Enfin, dans certaines expériences un blocage de la neurostéroidogénése était
nécessaire. Nous avons alors utilisé du finastéride (Sigma-Aldrich, France), un inhibiteur
de la 5a-réductase qui réduit les stéroides en composés neuroactifs. Les animaux ont
recu des injections sous-cutanées (25 mg/kg) tous les 2 jours durant 2 semaines. Le
finastéride est dilué dans le I'éthanol absolu pour une concentration stock de 10 mM, puis
mélangé a I'huile d’olive pour I'injection. Le volume total de la suspension injectée est de

200 pL par animal.

IX. Statistiques

Les analyses statistiques ainsi que les graphiques ont été effectués avec le logiciel
Prism 4.0 (GraphPad Software, USA).

Les résultats sont exprimés en valeur moyenne + SEM (erreur standard a la
moyenne). Dans les différents graphiques, la barre d’erreur correspond a la SEM.

Le test non paramétrique de Friedman, suivi d'un test post-hoc de Dunn ont été
utilisés afin de comparer les effets d’'un traitement sur une méme animal, ou pour

comparer les différents groupes entre eux. Le seuil de significativité a été fixé a 5 %.
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PARTIE 2

Enregistrements électrophysiologiques in vitro

I. Animaux

Les animaux sont maintenus en cycle 12 heures d'obscurité et 12 heures de
lumiére, a une température constante de 22 +0,2°C, une hygrométrie contrdlée de
50 + 5 %, et avec nourriture et boisson ad libitum.

Les expériences sont réalisées sur des souris C57BL/6J méles ou femelles, agées
de 21 a 28 jours. Cet age est idéal pour ce type d’expérience, puisque les animaux sont
assez avancés dans la maturation de leur systeme nerveux, mais pas trop agés pour
obtenir des enregistrements électrophysiologiques de bonne qualité et avec une

reproductibilité stable.

Il. Anesthésie des animaux

Les souris sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale de kétamine
(2,5 mg/100g, Imalgéne 500, Mérial, France). La qualité de I'anesthésie est vérifiée par

'absence de réflexes moteurs.

I1l. Protocole de dissection

Une solution de Mg-ACSF (NaCl 124 mM ; NaH,PO, 1,25 mM ;
MgS0O,4.7H,O0 10 mM ; KCI 2,7 mM; NaHCO; 26 mM ; CaCl, 2 mM), supplémentée en
magnésium, est ici utilisée pour limiter I'excitotoxicité cellulaire. En effet la stimulation
mécanique du tissu lors de la réalisation des coupes peut entrainer une activation trop
importante des récepteurs NMDA du glutamate, ce qui va provoquer une entrée massive
de calcium dans la cellule et causer sa mort. Le magnésium présent en exces dans la
solution de dissection va donc remplir son réle de bloqueur du récepteur-canal NMDA et
ainsi empécher I'activation de celui-ci.

Une fois I'animal anesthésié, il est décapité. La téte de I'animal est immédiatement
refroidie par immersion dans une solution a 4°C de Mg-ACSF préalablement oxygénée

(95% 0O,, 5% CO,). On retire la peau du crane, puis on réalise une incision sagittale de la
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boite cranienne a partir du foramen magnum afin d’enlever les os pariétaux. Ensuite,
I'encéphale est sorti de la boite cranienne et est immédiatement déposé dans une boite
de Pétri remplie de solution Mg-ACSF a 4°C oxygénée. On réalise alors une section

coronale au niveau du cervelet pour ne conserver que la partie rostrale.

IV. Préparation des tranches

L'encéphale est collé par la face sectionnée sur le porte-échantillon L’ensemble
est immédiatement inclus dans une solution d'agarose a 2% (type I-B, point de
gélification : 38°C ; Sigma-Aldrich, France). L'agarose est rapidement gélifié en appliquant
une pince, préalablement congelée a -21°C, sur le porte-échantillon.

Le porte-échantillon est alors monté sur le vibratome (VF-200, Precisionary
Instruments Inc., USA). La chambre de récupération des coupes est remplie de solution
de Mg-ACSF oxygénée a 4°C. Des tranches d’'une épaisseur de 325 ou de 450 um sont
alors effectuées. Elles sont ensuite stockées dans une chambre d’incubation a interface
contenant une solution d’ACSF (NaCl 124 mM ; NaH,PO, 1,25 mM ;
MgS0,4.7H,O0 1,3 mM;  KCI2,7mM; NaHCOz;26 mM; CaCl,2 mM) a 34°C
continuellement oxygénée, pendant 45 minutes. Suite a cela, les tranches sont placées
dans une chambre a immersion contenant une solution d’ACSF oxygénée, a température
ambiante, pendant au moins 45 minutes. Pour les expériences portant sur I'étude des
courants inhibiteurs miniatures, la solution d’ACSF est additionnée de tétrodotoxine (TTX)
0,5 uM (Abcam Biochemicals, Angleterre) et d’acide kynurénique 2 mM (Sigma-Aldrich,
France), qui sont respectivement un bloqueur des canaux sodium voltage-dépendants et
un antagoniste non-compétitif des récepteurs NMDA et AMPA/Kainate du glutamate.
Cette solution sera celle utilisée au moment des enregistrements électrophysiologiques.
Les tranches sont conservées dans cette méme chambre a température ambiante

jusqu’au moment de leur utilisation.

V. Le montage expérimental

Deux dispositifs d’enregistrement différents ont été utilisés au cours de ma thése,

en fonction de la nécessité des expériences.
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g

Légende

BL : noyau basolatéral de I'amygdale CPu : noyaux Caudé et Putamen
c.e. : capsule externe LA : noyau latéral de 'amygdale
c.i. : capsule interne Hip : hippocampe

CeA : noyau central de 'amygdale Opt : tractus optique

Figure 17 : Coupe coronale de cerveau de souris avec une col  oration au crésyl violet

Le complexe basolatéral de 'amygdale (BLA), constitué du noyau latéral et du noyau basolatéral,
est aisément repéré dans la fourche formée par la division de la capsule externe, située sous les
fibres striatales des noyaux Caudé et Putamen. Le noyau central est quant a lui situé médialement
par rapport a la partie interne de la fourche, environ a mi-hauteur du BLA. Avec I'hippocampe (Hip)
localisé plus dorsalement, ces différents reperes anatomiques constituent de bons indices
permettant de localiser et de viser précisément le BLA lors de I'approche sous loupe binoculaire ou
sous observation au microscope.
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V.1. Dispositif de patch-clamp « en aveugle »

Chaque tranche d’amygdale de 450 um d’épaisseur est placée dans une chambre
d’enregistrement a interface, a température ambiante, et maintenue en place par une
harpe en platine. La chambre est perfusée par gravité avec une solution d’ACSF
oxygeénée (95% O,, 5% CO,) a un débit de 2 mL/min.

Le complexe Basolatéral (BLA) et le noyau Central (CeA) de I'amygdale sont
visualisés avec une loupe binoculaire (Zeiss, Allemagne), en se servant de plusieurs
reperes anatomiques visibles. Ainsi gu'illustré sur la figure 17, chez la souris, le BLA est

aisément repéré dans la fourche résultant de la division de la capsule externe.

V.2. Dispositif de patch-clamp infrarouge

Des tranches d’amygdale de 325 um sont utilisées dans ce cas. En effet,
I'observation des tranches se faisant a I'aide d’'un microscope droit inversé, I'utilisation de
tranches trop épaisses génerait le passage de la lumiere a travers celles-ci et
empécherait une visualisation optimale des structures. Chacune des tranches est placée
dans une chambre d’enregistrement a immersion, a température ambiante, et maintenue
en place a l'aide d’'une harpe en platine. La chambre est perfusée continuellement par
gravité avec une solution d’ACSF oxygénée a un débit de 2 mL/min. Le niveau de solution
est maintenu constant grace a une pompe péristaltique qui aspire au méme débit.

L'observation des tranches se fait & I'aide d’'un microscope droit (Axioskop, Zeiss,
Allemagne) équipé d'un contraste de phase et d'une caméra infrarouge (C2400,
Hamamatsu, Japon). La premiére observation du BLA ainsi que la localisation de la
pipette se font avec un objectif a faible grossissement de x10. La visualisation précise des
neurones et I'approche avec la pipette d’enregistrement se font ensuite avec un objectif a

immersion a eau de grossissement x40.

VI. Enregistrements électrophysiologiques

VI.1. Les pipettes et les solutions d’enregistrement

On utilise des électrodes de verre, fabriquées a partir de tubes de borosilicate

(diametre externe 1,2 mm, diametre interne 0,69 mm, Harvard Apparatus LTD, GB). Ces
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tubes sont étirés grace a une étireuse laser horizontale (P-2000, Sutter Instruments Co,
USA). Les électrodes sont alors remplies d’'une solution intrapipette. Au cours de ce
travail de these, deux solutions intrapipette ont été utilisées. La solution 1 (K,SO, 80 mM ;
MgCl, 2 mM ; KCI 8 mM ; HEPES 10 mM ; MgATP 2 mM ; NaGTP 0,2 mM ;
Biocytine 10 mM ; pH = 7,3 ajusté avec KOH ; osmolarité = 295 mOsm ajustée avec du
saccharose) posséde un potentiel d'inversion des ions CI" & -60 mV et un potentiel
d’'inversion des cations a 0 mV. Dans cette condition, en imposant un potentiel de
membrane de -40mV, on peut enregistrer a la fois les courants synaptiques
glutamatergiques (AMPA et NMDA), qui sont alors entrants, et les courants synaptiques
GABAergiques qui sont sortants. Cette solution rend ainsi possible I'enregistrement a la
fois des courants synaptiques excitateurs et inhibiteurs, tout en conservant les
transmissions synaptiques libres au sein du réseau. Dans la seconde partie des
expériences, je me suis focalisé sur la transmission synaptique inhibitrice. J'ai alors utilisé
la solution intrapipette 2 (KCI 125 mM; MgCl, 2 mM; HEPES 10 mM ; MgATP 2 mM ;
NaGTP 0,2 mM ; Biocytine 10 mM ; pH = 7,3 ajusté avec KOH ; osmolarité = 295 mOsm
ajustée avec du saccharose) qui posséde un potentiel d’'inversion des ions CI'a 0 mV et
un potentiel d'inversion des cations a 0 mV. En imposant un potentiel de membrane de -
60 mV, on observe alors les courants synaptiques glutamatergiques et GABAergiques qui
sont entrants. Pour pouvoir enregistrer uniquement des courants inhibiteurs, de I'acide
kynurénique (antagoniste des récepteurs AMPA/Kainate/NMDA du glutamate) est ajouté
au milieu extracellulaire.

L'utilisation de biocytine dans les milieux intrapipette n’affecte pas les
enregistrements électrophysiologiques mais permet une révélation a posteriori de la

localisation des neurones ainsi que de leurs projections.

VI1.2. Le patch-clamp

Une légére pression positive est appliquée dans la pipette puis on la plonge dans
le milieu extracellulaire. Sa résistance est alors mesurée par I'application d’'un seal test de
-5 mV. La pipette est alors descendue dans la tranche a l'aide d’'un micromanipulateur a
huile (Narishige, Japon) sur le poste infrarouge, ou bien a I'aide d’un micromanipulateur
mécanique sur le poste en aveugle. Une fois au contact d’'une cellule, la pression positive
intrapipette est relachée, permettant ainsi a la pipette de se coller intimement a la
membrane et d’obtenir une jonction avec une résistance de l'ordre du GQ. On obtient
alors la configuration « cellule attachée ». On impose un potentiel de -60 mV. Le passage
en configuration « cellule entiére » se fait ensuite par I'application d’'une Iégére pression

négative, afin de rompre la membrane sous la pipette. Le potentiel membranaire
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de repos est mesuré immédiatement aprés I'obtention de la configuration « cellule
entiere ». On mesure également, avant compensation, les valeurs de capacitance
membranaire, traduisant la taille de la cellule et de ses prolongements, et de résistance

sériée.

VI1.3. L'acquisition des données

La chaine de mesure se compose d'un amplificateur Multiclamp 700B (Axon
Instruments, USA). L'acquisition des données est effectuée via une interface Digidata
1440A (Axon Instruments, USA) et le module Clampex du logiciel pClamp 10.2 (Axon
Instruments, USA). Les courants sont également visualisés sur un oscilloscope (TDS 210,
Tektronix, USA). Les signaux sont numérisés a 10 kHz, filtrés a 4 kHz et enregistrés sur

un ordinateur.

VII. Préparation et utilisation des substances phar  macologiques

Tous les agents pharmacologiques utilisés, sauf I'acide kynurénique, sont
préparés sous forme de solutions stock concentrées, conservées a - 21°C, et diluées
dans de 'ACSF extemporanément.

L'acide kynurénique (Sigma-Aldrich, France) est broyé puis dilué directement dans
I’ACSF a une concentration finale de 2 mM.

Le diazépam (Sigma-Aldrich, France) est dilué dans de I'éthanol absolu pour une
concentration stock de 1 mM, puis utilisé a une concentration finale de 1 puM. La
concentration finale d’éthanol est inférieure a 0,1 %.

L'étifoxine (6-Chloro-4-méthyl-4-phényl-3,1-benzoxazin-2-yl(éthylyamine-
hydrochloride ou Stresam®, Biocodex, Gentilly, France) (EFX) est diluée dans du DMSO
pour une concentration stock de 100 mM. L'EFX est utilisée diluée dans de I'ACSF a la
concentration finale de 60 uM. La concentration finale de DMSO est inférieure a 0,1 %.

Enfin, dans certaines expériences, un blocage de la neurostéroidogénése était
nécessaire. Du finastéride (inhibiteur de la 5a-réductase) a été ajouté a la solution
d’ACSF pendant I'incubation a température ambiante qui suit la réalisation des tranches.
Ces derniéres incubent alors au moins 3 heures dans la solution contenant le finastéride
afin d’éliminer toute trace de neurostéroidogenese. Le finastéride (Sigma-Aldrich, France)

est dilué dans de I'’éthanol absolu & une concentration stock de 50 mM, puis utilisé a une
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Figure 18 : Détection des courants post

On fixe un seuil de détection (« threshold ») en renseignant les cases « amplitude » et « time ».
Généralement on fixe un seuil a -2 pA pour 1 ms. Ainsi, tout événement ayant une pente
supérieure a 2 pA /1 ms et passant sous la ligne de base mobile (en rouge), sera considéré par le
logiciel comme un courant synaptiqgue. On peut également régler le temps durant lequel est
mesurée la ligne de base avant un évenement (« running mean period », fixé a 1 ms dans notre
cas). Enfin le temps de rejet (« dead time », fixé a 2 ms), qui correspond a la période durant
laquelle aucun autre évenement ne peux étre détecté. Ce dernier parameétre est notamment utile

Inziies

kg bl 1' iy ]

-synaptiques a l'aide du logiciel WinEDR

pour éviter les détections artefactuelles en doublet ou triplet qui sont fréquentes avec le logiciel.
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concentration finale de 50 uM en le diluant dans 'ACSF. La concentration finale d’éthanol

est inférieure a 0,1 %.

VIII. Contr6le de la morphologie et de la connectiv  ité des neurones enregistrés

Le milieu intrapipette contenant 10 mM de biocytine (Sigma-Aldrich, France), une
révélation post-hoc des neurones enregistrés peut étre effectuée. Une fois
I'enregistrement électrophysiologique terminé (minimum 20 min), les tranches sont fixées
et conservées dans une solution de paraformaldéhyde a 4 % (PBS, paraformaldéhyde
4 %). Ensuite les tranches sont rincées 3 fois avec du PBS (NaCl154 mM ;
Na,HPO, 13,1 mM ; NaH,PO, 2,5 mM ; merthiolate de sodium 2 %). La révélation de la
biocytine est réalisée par une incubation de 12h avec de l'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC) conjugué a l'extravidine (Sigma-Aldrich, France), a la concentration finale de
1/400e dans du PBS-Triton (PBS, Triton x100 0,5%). La tranche est rincée 3 fois dans du
PBS puis montée entre lame et lamelle a I'aide d’'un milieu de montage Vectashield (Hard
set H-1400, Vector laboratories Inc., USA), pour une observation au microscope a

épifluorescence (Leica DMRD, Allemagne).

IX. Analyse des enregistrements

L’analyse des résultats est effectuée a l'aide des logiciels WIinEDR et WinWCP
(fournis gracieusement par le Dr John Dempster, Strathclyde Electrophysiology Software,
Angleterre).

Le logiciel WIinEDR est utilisé pour la détection des courants post-synaptiques.
Celle-ci se fait de maniére automatisée aprés avoir déterminé les paramétres de
détection. Comme le montre la figure 18, on fixe un seuil de détection de -2 pA en
dessous de la ligne de base pour une durée de 1 ms. Ainsi, toute variation du courant au
dessus de ce seuil est considérée comme un événement synaptique. Le calcul de la ligne
de base (« running mean period ») est effectué durant la milliseconde précédent le début
de I'évenement détecté. Cette ligne de base est mobile car recalculée pour chaque
événement détecté. Enfin le dernier parametre (« dead time ») correspond au temps de
rejet d’'une nouvelle détection ; pendant les 2 ms suivant le premier évenement détecté,
aucune autre détection ne sera faite. L'’ensemble de ces paramétres permet de déceler
les événements synaptiques qui sortent du bruit de fond, tout en minimisant la détection
d’événements non synaptiques. Néanmoins, chaque événement issu de cette premiere

détection est ensuite contrélé visuellement afin d’éliminer les éventuelles erreurs (Fig. 19).
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Contréle manuel des événements détectés automatique  ment par le logiciel
WInEDR

Le logiciel détecte automatiguement les événements synaptiques en fonction en fonction des
parametres de recherche entrés précédemment. Néanmoins, une vérification visuelle de chaque

événement détecté est nécessaire afin d’éliminer les erreurs éventuelles.

Figure 19 :
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Ensuite, le logiciel WinWCP est utilisé afin d’extraire les caractéristiques des
événements synaptiques enregistrés ; I'amplitude des courants (en pA), leur fréquence
instantanée (en Hz), et leur constante de déactivation (en ms). La mesure des 2 premiers
parameétres (amplitude et fréquence) est automatique ; le logiciel passe les événements
d’un enregistrement en revue et va donner 'amplitude moyenne et la fréquence moyenne
de ces évenements. Concernant la constante de déactivation, on refait une deuxiéme
analyse du fichier, en placant cette fois-ci le premier curseur au pic, et le deuxiéme aprés
le retour a la ligne de base. Une fonction monoexponentielle est alors ajustée entre les
deux curseurs. A partir de la fonction exponentielle utilisée, le logiciel va déterminer la
constante de temps sur 5 % et 95 % de I'amplitude totale du courant. La mesure de cet
effet se fait en sélectionnant des évenements synaptiques isolés de différentes
amplitudes et en réalisant un évenement moyenné pour chaque condition. On compare
ensduite la cinétique de chacun de ces événements moyennés.

Pour les enregistrements en mode courant imposé, le logiciel détecte par une
méthode de seuillage les potentiels d’action (PA), ce qui nous a permis de déterminer les
profils de décharge des neurones, a savoir les patrons temporels d’apparition des
potentiels d’action. Parmi les paramétres mesurés par le logiciel nous avons pris en
compte la fréquence instantanée moyenne des PA ainsi que le délai d’apparition du
premier PA. Par ailleurs, nous avons aussi mesuré le potentiel membranaire de repos
(Vm), la rhéobase (V rhéobase), qui correspond a la valeur seuil de potentiel
membranaire a partir de laquelle le premier PA va étre émis, et le courant injecté
nécessaire pour l'atteindre (I rhéobase). Enfin, pour mesurer la régularité des PA, nous
avons utilisé le coefficient de variation (CV) des intervalles inter-potentiels, qui correspond

a I'écart-type divisé par la moyenne.

X. Statistiques

Les analyses statistiques ainsi que les graphiques ont été effectués avec le logiciel
Prism 4.0 (GraphPad Software, USA). Les résultats sont exprimés en valeur moyenne +
SEM (erreur standard a la moyenne).

Le test non paramétrique de Wilcoxon (Mann-Whitney) a été utilisé afin de
comparer soit deux groupes entre eux, soit les effets d’'une substance sur une méme
cellule. Le seuil de significativité a été fixé a 5 %.

Le test non paramétrique de Kolmogorov-Smirnov a été utilisé pour comparer la

distribution de deux populations. Le seuil de significativité a été fixé a 5 %.
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Figure 20 : Effet d’'une injection de bicuculline dans le BLA su r la sensibilité mécanique
chez des animaux sains

L'injection de bicuculline (10 uM), un antagoniste des récepteurs GABA,, dans le BLA provoque
une diminution significative du seuil de sensibilité mécanique chez des souris saines pendant
30 minutes, résultant en une allodynie mécanique. Cet effet est bilatéral et réversible dans le
temps.
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PARTIE 1
Etude de I'implication du BLA dans la régulation

du comportement douloureux

La premiere partie de ma thése s’est intéressée a l'implication du complexe
basolatéral de I'amygdale dans la modulation du comportement douloureux chez la
souris. Les expériences présentées ci-aprés sont réalisées sur des souris males,
implantées bilatéralement dans le BLA a I'aide de canules permettant I'injection localisée
de substances pharmacologiques. L'effet de cette modulation pharmacologique est
ensuite observé sur la mesure du seuil de sensibilité mécanique des pattes postérieures,

a l'aide du test des filaments de von Frey.

I. Modulation pharmacologique des seuils nociceptif S mécaniques par

infusion dans le BLA d’animaux sains

Afin d’observer l'influence du BLA sur la sensibilité nociceptive mécanique de
I'animal, nous avons réalisé une étude préliminaire sur des animaux sains, ne présentant
aucune douleur neuropathique. Les souris (n=15) recoivent une injection bilatérale de
bicuculline (10 pM), un antagoniste spécifique des récepteurs GABA,. On effectue les
mesures de sensibilité mécanique a différents temps avant et apres l'injection afin de voir
son effet sur le comportement nociceptif. Les résultats montrent une diminution drastique
de la sensibilité mécanique dans les 30 minutes suivant l'injection (t0: 4,27 +0,33 g,
t+15min: 1,79+ 0,40 g, p <0,001; 30 min: 1,95 + 0,40 g, p < 0,01) (Fig. 20). Le seuil de
sensibilité retourne ensuite de fagon durable a des valeurs équivalentes (p > 0,05) a
celles précédent [linjection (t+1h:3,69+0,409, t+4h:4,33+0,33g), montrant la
réversibilité de I'action de la bicuculline.

Cette premiere expérience nous apprend donc que le blocage de la transmission
synaptique GABAergique dans le BLA entraine un effet pro-nociceptif chez les animaux.
Cela nous montre a la fois l'implication de la transmission inhibitrice du BLA dans la
modulation de ce type de comportement et son importance sur la réponse
comportementale. Cela nous laisse suspecter la présence d’'un tonus inhibiteur dans la

structure en conditions physiologiques. En revanche, nous ne pouvons pas nous
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Figure 21 : Validation du modéle du « cuff »

L'implantation d’'un manchon en polyéthyléne (cuff) sur la branche principale du nerf sciatique de la
patte droite des souris provoque une allodynie mécanique chez celles-ci. La douleur neuropathique
apparait des 3 jours apres la chirurgie. Chez les animaux Sham ayant subit la chirurgie mais non la
pose du cuff, on note une légére diminution de la sensibilité mécanique sur la patte droite. Cette
diminution est non-significative et disparait 1 semaine apres la chirurgie.
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Figure 22 : Effet d’une injection de bicuculline dans le BLA su r la sensibilité mécanique
chez des animaux neuropathiques

L'injection bilatérale de bicuculline (Bicu, 10 uM) dans le BLA d’animaux neuropathiques provoque
une diminution significative du seuil de sensibilité mécanique sur leur patte contrble (gauche). Ceci
résulte donc en une allodynie mécanique. Sur la patte cuff (droite) présentant déja une allodynie,
cette derniére est accrue de manieére non-significative par I'injection de bicuculline. Pour les 2
pattes, I'effet de l'injection disparait aprés 1 heure.
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prononcer sur le lieu daction de ce tonus inhibiteur: agit-il sur les informations
ascendantes arrivant dans le BLA notamment a partir du cortex ou du thalamus, ou bien
module-t-il les informations descendantes qui sortent de 'amygdale via le noyau central,

ou encore a-t-il une action sur ces deux niveaux ?

[I. Modulation pharmacologique des seuils nocicepti fs mécaniques par

infusion dans le BLA d’animaux neuropathiques

II.1. Validation du modéle de douleur neuropathique : modéle du « cuff »

Nous avons ensuite étudié [limplication de la transmission synaptique
GABAergique du BLA sur le comportement douloureux des animaux présentant des
douleurs neuropathiques. Une semaine aprés I'implantation de canules dans le BLA, les
animaux (n=10) subissent une seconde chirurgie, consistant en la pose d’'un manchon en
polyéthyléne sur la branche principale de leur nerf sciatique droit (modele du « cuff »). Les
seuils de sensibilité mécanique de ces animaux sont mesurés avant et apres cette
chirurgie. On peut ainsi observer un abaissement du seuil de sensibilité (p < 0,05) sur la
patte droite, 3 jours apres la pose du cuff (J-1:4,60+0,31g, J+3:1,38+£0,090)
(Fig. 21). Le seuil de la patte droite reste en revanche a son niveau basal apres la
chirurgie (J-1:4,60+0,31 g, J+3: 3,80+ 0,36 g, p > 0,05). Un contrdle est effectué avec
des animaux Sham (n=2) ayant subit la méme chirurgie que ceux du groupe test, mais
sans la pose du manchon en polyéthylene (cuff). On peut observer une légere
sensibilisation non significative (p > 0,05) et transitoire de la patte opérée chez ces
animaux durant les 5 jours suivant I'opération (J-1:5,00+0,36 g, J+5:3,00 +0,12 g)
(Fig. 21). Dans les 7 jours suivant la pose du cuff, la mesure des seuils de sensibilité est
effectuée de maniére réguliere jusqu’'a I'obtention de valeurs stables pour tous les

animaux (Fig. 21).

[1.2. Implication de la transmission synaptique inhibitrice GABAergique

Dans les mémes conditions que précédemment, des animaux neuropathiques
recoivent une injection bilatérale de bicuculline (10 uM). Celle-ci entraine une baisse du
seuil de sensibilité sur la patte (gauche) contréle (t0:4,00+0,25q,
t+15 min: 1,07 £0,04 g, p < 0,001, t+30 min: 1,27 £ 0,06 g, p < 0,01) (Fig. 22), similaire
a celle observée précédemment chez les animaux sains (Fig. 20). On observe également

une légére hypersensibilité non-significative sur la patte (droite) cuff (t0: 1,80 £ 0,31 g,
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Figure 23 : Test d’'une injection de diazépam a deux concentrati  ons différentes dans le
BLA d’animaux neuropathiques

Deux doses différentes ont été testées afin de voir I'effet d’'une injection bilatérale dans le BLA de
diazépam (DZP), un modulateur allostérique positif des récepteurs GABA,. La dose plus faible de
1 uM n’induit aucune modification de la sensibilité mécanique. En revanche, la dose de 10 uM
provoque un effet anti-allodynique significatif sur la patte cuff et une augmentation légére de la
sensibilité sur la patte contréle.
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Figure 24 : Effet d’'une injection de diazépam dans le BLA sur | e comportement nociceptif

d’animaux neuropathiques

L’injection bilatérale de DZP (10 uM) dans le BLA d’animaux neuropathiques induit un effet anti-
allodynique sur la patte cuff. Cet effet perdure 1 heure aprés linjection. Le DZP provoque
également une augmentation Iégére de la sensibilité mécanique sur la patte contréle.
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t+15min:1,20£0,06 g, t+30 min: 1,27 +0,06 g, p > 0,05). Dans ce cas, leffet est
temporaire et disparait en 1 heure pour les deux pattes (Fig. 22).

Les résultats obtenus ici montrent que le blocage de la transmission synaptique
inhibitrice  GABAergique dans le BLA est suffisant pour entrainer linduction d'une

allodynie mécanique équivalente a celle observée lors d’une douleur neuropathique.

II.3.Conséquence de la potentialisation de la transmission synaptique
inhibitrice GABAergique

Le blocage de la transmission synaptique inhibitrice du BLA entrainant un effet
pro-nociceptif, il nous a semblé intéressant de voir si la potentialisation de linhibition
provoque l'action inverse, et permettait éventuellement une récupération des seuils de
sensibilité pour la patte douloureuse. Pour tester cette hypothése, un groupe d’animaux
neuropathiques (n=4) implanté bilatéralement dans le BLA avec des canules a regu une
injection de Diazépam (DZP, 1 uM). Cette molécule de la classe de benzodiazépines,
utilisé principalement pour ses actions anxiolytique et sédative, agit comme un
modulateur allostérique positif des récepteurs GABAL. Apres avoir injecté et testé 4
animaux, nous nous sommes rendu compte qu’il n’y avait aucune variation des seuils de
sensibilité (Fig. 23). Nous avons alors testé la dose de 10 uM de DZP sur 4 autres
animaux (Fig. 23). Cette dose étant plus efficace, nous avons alors réitéré I'expérience
sur un nombre plus important d’animaux. On peut noter ici que cette dose de 10 uM reste
proche des concentrations utilisées classiquement sur des préparations in vitro. Les effets
anxiolytigues ou sédatifs lorsque le diazépam est utilisé injecté intrapéritonéalement sont
généralement observés a partir de 5 mg/kg, ce qui se rapprocherait de concentrations de

I'ordre de la centaine de mM.

Un nouveau groupe d’animaux neuropathiques (n=15) a donc regu une injection
bilatérale de DZP (10 uM) (Fig. 24). Les animaux présentent également une augmentation
du seuil de sensibilité sur la patte contréle a 15 et 30 minutes aprés [linjection
(t0:4,53+0,24 g; t+15min: 6,00 +0,28 g, p< 0,05 ; t+30 min: 6,27 £0,18 g, p < 0,01).
Le seuil revient ensuite a la normale de maniere durable (t+2h:4,40+0,21g,
t+24h : 4,60 + 0,31 g). Sur la patte cuff, le décours temporel est similaire : on note une
augmentation significative du seuil de sensibilité mécanique qui atteint une valeur
maximale 30 minutes aprés linjection (t0:1,32+0,04g; t+15min:4,80+0,26q,
p<0,01; t+30 min: 5,47 +0,31 g, p <0,001). Cependant l'effet est prolongé jusqu'a 1
heure apres l'injection (t+1h : 4,40 + 0,29 g, p < 0,05). Les seuils atteints pour la patte cuff

durant I'heure suivant I'injection de DZP sont équivalents et non différents statistiquement
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Figure 25 : Effet d'une injection de MK -801 dans le BLA sur le comportement nociceptif
d’animaux neuropathiques

L'action d’une injection bilatérale de MK-801 (1 uM), un antagoniste des récepteurs NMDA, dans le
BLA d’animaux neuropathiques est étudiée. Le MK-801 induit un effet anti-allodynique sur la patte
cuff qui atteint une sensibilité équivalente a la patte controle. L'effet disparait 1 heure aprés
l'injection. Sur la patte contrdle, aucune variation de la sensibilité n’est a remarquer.
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de ceux de la patte contréle (p > 0,05 & 15 min, 30 min et 1h.). Enfin, a partir de 2 heures
apres l'injection, le seuil de la patte cuff retourne a son niveau de base de maniere
durable (t+2h: 1,41 £ 0,09 g, t+24h : 1,28 + 0,06 Q).

Cette expérience montre donc le rbéle déterminant de la transmission synaptique
GABAergique du BLA. En effet, nous avons vu précédemment que son blocage avec de
la bicuculline entraine un effet pro-nociceptif. Dans cette expérience, nous voyons que sa
potentialisation par le diazépam dans le cas d'une douleur neuropathique engendre
l'inverse : une action antinociceptive. De plus, le seuil de sensibilité de la patte cuff est
alors restauré au méme niveau que la patte contréle, ce qui signifie que la composante
GABAergique est suffisante pour le mécanisme anti-nociceptif mis en jeu. Le contréle
tonique inhibiteur présent au sein du BLA influence donc de maniére importante le

comportement nociceptif de I'animal.

[1.4. Implication de la transmission synaptique excitatrice glutamatergique

A la vue des résultats précédents, deux hypothéses peuvent étre avancées quant
aux mécanismes intervenants dans le BLA lors d'une douleur neuropathique : soit
I'activité inhibitrice, et uniquement elle, est diminuée dans le BLA du c6té controlatéral a la
Iésion, soit il existe une altération de I'ensemble de I'activité du réseau et la balance entre
transmission synaptique excitatrice et inhibitrice dans cette méme structure est perturbée.
Nous avons testé cette seconde hypothése en réalisant une injection bilatérale de MK-
801, un antagoniste non-compétitif des récepteurs NMDA impliqués dans la transmission
excitatrice rapide. Un groupe de souris neuropathiques (n=10) a recu une injection
bilatérale de MK-801 (1 uM). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 25.

Le blocage de la transmission synaptique excitatrice provoque le méme type
d’'effet que l'injection de DZP, a savoir une action anti-allodynique. Pendant les 30
minutes suivant l'injection, les animaux voient la sensibilité mécanique de leur patte cuff
(t0:1,40+0qg; t+15min:4,60+0,31g, p<0,01; t+30min:4,40+0,27g, p<0,01)
remonter a des valeurs équivalente a celle de la patte contréle (t+15 min : 5,00 £ 0,33 g ;
t+30 min : 5,00 £ 0,33 g). L'allodynie mécanique est a nouveau présente sur la patte cuff
1 heure apres l'injection. Concernant la patte contréle, aucune variation de la sensibilité

n'est a déclarer apres I'injection de MK-801 (p > 0,05).

Les résultats de cette premiére série d’expériences indiquent I'implication du BLA
dans la modulation du comportement douloureux de I'animal. Par ailleurs, un déséquilibre
entre la transmission synaptique inhibitrice et excitatrice dans le BLA semble étre présent

dans le cas d’'une douleur neuropathique. Un blocage de la transmission glutamatergique,
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Figure 26 : Effet d’'une injection d’étifoxine dans le BLA d’ani maux sains

L'injection bilatérale d’'étifoxine (EFX, 60 uM) dans le BLA d’animaux sains n’induit pas de variation
significative du seuil de sensibilité mécanique. On peut éventuellement noter une Iégére tendance
a une augmentation progressive de la sensibilité dans les 4 heures suivant I'injection.
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de méme qu’une potentialisation de la transmission GABAergique permettent de restaurer

temporairement les seuils de sensibilité mécanique de la patte douloureuse des animaux.

[ll. Action de I'étifoxine sur le comportement noci ceptif

Apres avoir montré I'implication de I'équilibre entre excitation et inhibition du BLA
dans la régulation du comportement douloureux, nous avons voulu tester I'action d’'une
autre molécule potentialisant la transmission synaptique inhibitrice GABAergique,
I'étifoxine (EFX). Cette molécule non-benzodiazépinique a fait I'objet d’études passées au
sein du laboratoire et a montré un fort potentiel anti-nociceptif. En effet, des travaux
précédents (Aouad et al., 2009) ont révélé que des injections intrapéritonéales d’EFX
entrainent un soulagement des symptdomes douloureux et empéchent également leur
apparition en traitement préventif, et cela dans un modéle de douleur neuropathique
chimio-induite chez le rat et nous avons reproduit les mémes résultats chez la souris.
Néanmoins, les structures cérébrales cibles de 'EFX ne sont pas connues. Le BLA, au
regard des résultats précédemment obtenus et de l'importance de son contrble tonique
inhibiteur sur le comportement douloureux pourrait étre une des cibles supraspinales de
'EFX.

[11.1. Action de I'EFX sur des animaux sains

Le premier groupe testé est constitué d’animaux sains (n=8). Ces derniers
recoivent une injection bilatérale d'EFX (60 uM) dans le BLA. L'effet de 'EFX est
relativement faible ; on observe une augmentation Iégére et non-significative du seuil de
sensibilité mécanique pour atteindre des valeurs maximales a 2 heures et 4 heures aprées
I'injection (10 : 4,25 £ 0,48 g, t+2h : 5,75 £ 0,79 g, t+4h : 6,13 + 1,04 g, p > 0,05) (Fig. 26).
Néanmoins, on peut noter que 24 heures apres l'injection, le seuil de sensibilité est
retourné a une valeur moyenne similaire a celle avant linjection (t0:4,25+0,48 g,
t+24h : 3,75 + 0,40 g).

L’EFX semble donc n’avoir que tres peu d’effet lorsqu’elle est injectée dans le BLA
chez des animaux sains. L’EFX étant, comme le DZP, un potentialisateur des récepteurs
GABA,, s'il y a peu d'inhibition, il y aura peu d’action. Or le DZP, comme nous I'avons vu
précédemment, a une action antinociceptive importante en cas de douleur neuropathique.
L'ensemble de la transmission synaptique, notamment inhibitrice, est donc

vraisemblablement augmentée chez des animaux neuropathiques.
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Figure 27 : Effet d'une injection d’étifoxine dans le BLA d’ani maux neuropathiques

Chez des animaux neuropathiques, I'injection bilatérale d’EFX induit un effet anti-allodynique sur la
patte cuff qui apparait 1 heure apres l'injection et a disparu 4 heures aprés. Sur la patte contréle,
on ne note aucune modification de la sensibilité.
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[11.2. Action de 'EFX sur des animaux neuropathiques

La molécule a donc été testée sur un groupe d’animaux neuropathiques (n=10)
implantés avec des canules dans le BLA. lls recoivent a leur tour une injection bilatérale
d’EFX (60 uM). Celle-ci induit une augmentation progressive du seuil de sensibilité
mécanique des animaux sur leur patte droite, et la hausse est significative 1 heure et
2 heures aprés linjection (t0:1,28+0,06g; t+1h:4,00+0,609,p<0,001;
t+2h : 4,40 £ 0,40 g, p < 0,001) (Fig. 27). L’effet analgésique sur la patte droite a disparu 4
heures apres l'injection. Concernant la patte gauche, on ne distingue aucune variation
significative du seuil de sensibilité mécanique aprés l'injection d’EFX, comme cela était le
cas chez les animaux sains.

Tout comme le diazépam, I'étifoxine, lorsqu’elle est injectée dans le BLA, a un
effet analgésique temporaire. La potentialisation de la transmission synaptique inhibitrice
du BLA dans le cadre d'une douleur neuropathique est donc une maniere efficace pour
atténuer les symptémes douloureux. Néanmoins, la différence entre les cinétiques des
deux molécules est notable. L'action de I'étifoxine arrive en effet relativement tard par
rapport a I'action du diazépam. Il semble probable que les mécanismes d’action soient

distincts pour chacune des molécules.

IV. Implication des neurostéroides dans le processu s anti-allodynique

Comme indiqué dans l'introduction, I'étifoxine est une molécule qui peut agir de
deux maniéres distinctes, en se fixant soit sur les sous-unités (3,/B; du récepteur GABA,
afin de potentialiser son activité de maniére allostérique, soit sur le transporteur
mitochondrial du cholestérol (TPSO) pour augmenter la production de neurostéroides
endogenes. Par ailleurs, les benzodiazépines, le DZP entre autres, peuvent également
avoir une action positive sur le TSPO, en plus de leur modulation allostérique du
récepteur GABAA

Ainsi, afin de savoir si les effets anti-nociceptifs observés précédemment sont dus
a l'action directe de 'EFX ou du DZP sur le récepteur GABA,, ou a leur action indirecte
sur le TSPO, nous avons reproduit des expériences sur des animaux neuropathiques,
canulés dans le BLA, mais traités préalablement au finastéride. Cette substance est un
inhibiteur de la 5a-réductase qui intervient dans la voie de synthése des neurostéroides
actifs. Ainsi, les éventuels effets de 'EFX ou du DZP observés en présence de finastéride

seront uniqguement dus a leur action directe sur le récepteur GABAa. Les souris (n=11)
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Figure 29 : Effet de linjection d’étifoxine chez des animaux neuropathiques traités au
finastéride

Le méme groupe d’'animaux que dans la figure du dessus recoit 1 semaine plus tard une injection
bilatérale d’EFX (60 uM) dans le BLA. Le traitement au finastéride empéche totalement la mise en
place de I'action anti-allodynique de 'EFX sur la patte cuff. La trace grise rappelle I'effet obtenu
avec 'EFX en absence de finastéride.
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Figure 29 : Effet d’'une injection d’étifoxine chez des animaux neuropathiques traités au

finastéride

Le méme groupe d’animaux que dans la figure du dessus recoit 1 semaine plus tard une injection
bilatérale d’EFX (60 uM) dans le BLA. Le traitement au finastéride empéche totalement la mise en
place de l'action anti-allodynique de 'EFX sur la patte cuff. La trace grise rappelle I'effet obtenu
avec I'EFX en absence de finastéride.
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sont traitées durant 2 semaines avec des injections sous-cutanées de finastéride (25

mg/kg), au rythme d’une injection tous les 2 jours.

IV.1. Action du DZP sur des animaux neuropathiques traités au finastéride

Suite a leur traitement au finastéride, les animaux recoivent une injection bilatérale
de DZP (10 uM). Les résultats de cette expérience sont présentés dans la figure 28. On
observe le méme effet anti-allodynique que précédemment sur la patte cuff
(t0:1,18+0,06g; t+15min:3,82+0,33g, p<0,001; t+30min:4,55+0,28¢,
p < 0,001). L'effet maximal est obtenu a nouveau obtenu 30 minutes apres l'injection mais
en revanche, il a totalement disparu apres 1 heure (1h: 1,53 +0,10 g, p > 0,05). Si I'on
superpose les deux graphiques (Fig. 28), on observe nettement cette différence de
cinétique.

Le DZP induit encore une action anti-nociceptive chez des animaux traités au
finastéride, mais sa durée d’action est réduite. Il semblerait donc que cet effet antinoceptif
passe directement par les récepteurs GABA, durant une premiere phase d’environ
30 minutes, puis une seconde phase (jusqu’a 1 heure) durant laquelle I'action est
prolongée via l'action du DZP sur la synthése de neurostéroides. En présence de
finastéride, il ne subsiste alors que la premiere phase d'action du diazépam sur les
récepteurs GABA,. Le mécanisme d’action antinociceptif du DZP est donc mixte : d’abord
une action directe sur les récepteurs GABA,, puis la mise en place d’'une action indirecte

dépendante de la neurostéroidogenese.

IV.2. Action de 'EFX sur des animaux neuropathiques traités au finastéride

Le méme groupe de souris (n=11) recoit 1 semaine plus tard une injection
bilatérale d’'EFX (60 uM) et les résultats de cette expérience sont présentés dans la
figure 29. Dans ce cas, 'EFX n’engendre aucune modification du seuil de sensibilité
mécanique, et cela a n'importe quel temps aprés l'injection (p > 0,05).

Cela signifie que I'action anti-nociceptive de I'EFX, lorsqu’elle est injectée dans le
BLA d’animaux neuropathiques, est due a son effet sur le TPSO et est donc entierement

dépendante de la synthése de neurostéroides endogénes.

L’ensemble des résultats de cette premiére partie suggére que le complexe
basolatéral de I'amygdale est un élément important de modulation de la sortie

comportementale douloureuse. De plus, I'équilibre entre transmission synaptique
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excitatrice et inhibitrice au sein de la structure semble étre un élément clé de cette
modulation. L’'usage de substances pharmacologiques agissant sur 'une ou l'autre de ces
transmissions synaptiques induit un effet direct sur le comportement de I'animal. Enfin,
l'usage d’'étifoxine, qui a déja montré ses propriétés anti-nociceptives lorsqu’elle est
injectée intrapéritonéalement, se révele également efficace lorqu’elle est injectée
directement dans le BLA. Néanmoins, ses effets anti-allodyniques sont uniguement dus a
son action sur le TSPO, engendrant une hausse de la neurostéroidogénese, et non pas a

son action directe sur le récepteur GABAA.
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A Profil phasique

Profil retardé C Profil répétitif
n=2/31

n=12/31 n=17/31
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A. Cellule a profil phasique : La cellule émet une bouffée de potentiels d'action au début de la
stimulation uniqguement, et présente une adaptation de la fréquence d’émission des PA. B. Cellule
a profil retardé : Cette cellule présente un délai avant I'émission du premier potentiel d’action. Ce
délai diminue avec I'accroissement de la dépolarisation. C. Cellule a profil répétitif : La cellule émet
des potentiels d’action pendant toute la durée du créneau dépolarisant.
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Figure 30 : Les différents profils de décharge des neurones du BLA
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PARTIE 2
Etude électrophysiologique de I'action de

I’étifoxine sur les neurones du BLA

L'étifoxine ayant une action remarquée sur le comportement douloureux, nous
avons voulu étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en ceuvre au niveau
synaptique dans le BLA. Pour cela, nous avons utilisé une approche électrophysiologique
de patch-clamp, en configuration cellule entiére, sur une préparation de tranches
d’amygdale. J'ai réalisé des enregistrements en mode courant impose, afin d’observer les
profils de décharge et I'excitabilité des neurones, ainsi que des enregistrements en mode
potentiel imposé, afin de pouvoir enregistrer la transmission synaptique. Ces expériences
ont permis d’étudier la transmission synaptique spontanée inhibitrice et excitatrice. Dans
une seconde partie, je me suis focalisé sur la transmission synaptique inhibitrice
miniature. L’étude des courants miniatures s’est révélée nécessaire pour analyser
précisément les mécanismes d'action de 'EFX au niveau synaptique. En effet, ceci
permet de s’affranchir d'une éventuelle action du réseau de neurones et de se focaliser
uniguement sur l'action de cette substance au niveau de la synapse, dans le but

d’identifier le site d’action de la molécule.
I. Etude des effets de I'étifoxine sur I'excitabili ~ té des neurones du BLA
Pour cette premiere partie, les enregistrements sont réalisés en mode courant
imposé, avec la solution intrapipette 1, a base de K,SO,. Par ailleurs, on ne conserve que
les cellules possédant un potentiel membranaire de repos (Vm) plus négatif que -50 mV.
I.1. Profils de décharge en condition controle
Les cellules enregistrées (n=31) ont été classées selon leur profil de décharge en

réponse a des créneaux de courants d’amplitude croissante (Fig. 30). En condition

contréle, on retrouve 3 catégories de profils de décharge :
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Répétitive )
. N Phasique Retardée
Réguliere Irréguliere
n 4 13 2 12
-64.00 -63.23 -60.5 -66.50
Vm (mV)
1.58 145 35 1.44
) -32.00 -31.85 -28 -26.17
Rhéobase (mV)
2.74 2.07 6 2.26
L 125.00 100.00 125 125.00
linjecté (pA)
22.82 10.96 75 11.92
3 15.03 10.80 4.70 11.09
Fréquence (ms)
5.33 145 0.93 1.76
0.15 0.44
CcVv
0.02 0.05
324.83
Retard (ms)
49.28

Tableau 3: Caractéristiques des profils de décharge des neuron es du BLA en condition
contrdle

Les chiffres en italique sont les SEM. Aucune différence significative n’a été observée entre les
parametres des différents profils (p > 0,05).
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- Des cellules émettant des potentiels d’action durant 'ensemble du créneau de
stimulation, qui sont dites « répétitives » ou « toniques » (n=17/31). On peut en distinguer
deux sous-types en fonction de la régularité des PA, mesurée par le coefficient de
variation (CV): les cellules répétitives régulieres (n=4/17) et les cellules répétitives
irréguliéres (n=13/17). Les cellules répétitives régulieres possédent un CV inférieur a 0,2.
Les cellules répétitives réguliéres (n=4/31) sont définies par un potentiel membranaire de
repos de -64 +1,58 mV, une rhéobase de -32 + 2,74 mV en réponse a linjection d'un
courant moyen (« | rhéobase ») de 125 + 22,82 pA. Leur fréquence instantanée moyenne
est de 15,03 +5,33 Hz et le CV les définissant comme régulieres est de 0,15 + 0,02
(Tab. 3). Les cellules répétitive irrégulieres (n=13/31), quant a elles possédent des
caractéristiques similaires. Elles ont un potentiel membranaire de repos de -63,23 + 1,45
mV, une rhéobase de -31,85 + 2,07 mV mais en revanche le | rhéobase est dans ce cas
de 100 + 10,96 pA. La fréquence instantanée moyenne est de 10,80 + 1,45 Hz. Le CV de
ces cellules differe significativement (p <0,05) des cellules répétitives. Il est

de 0,44 £ 0,05, ce qui montre bien une irrégularité dans I'émission des potentiels d’action.

- Des cellules générant des potentiels d’action aprés un certain délai, qui sont dites
« retardées » (n=12/31). Elles ont des propriétés trés proches de celles des cellules
répétitives, le seul critére les distinguant vraiment étant le retard avant le déclenchement
du premier potentiel d’action, qui est en moyenne de 324,83 + 49,28 ms a la rhéobase.
Par ailleurs, leur potentiel membranaire de repos est de -66,50 + 1,44 mV, leur rhéobase
de -26,17 £ 2,26 mV et le | rhéobase de 125 + 11,92 pA. Enfin leur fréquence instantanée
moyenne est de 11,09 +1,76 Hz (Tab. 3).

- Enfin des cellules émettant une bouffée de potentiels d'action uniguement au
début de la stimulation, qui sont alors dites « phasiques » (n=2/31). Elles sont définies par
un potentiel de repos membranaire de -60,5 + 3,5 mV, une rhéobase de -28 + 6 mV et un
courant injecté de 125+75pA. Leur fréquence instantanée moyenne est de
4,70 £ 0,93 Hz (Tab. 3).

1.2. Action de I'étifoxine sur les profils de décharge

L’EFX étant une substance modulatrice positive du récepteur GABA,, elle n'est a
priori pas connue pour agir sur les canaux voltage-dépendants impliqués dans la
génération des potentiels d’action. Toutefois, nous avons voulu savoir si I'EFX pouvait

modifier certains parametres tels que le potentiel membranaire de repos ou la rhéobase.
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Amplitude (pA) Fréquence (Hz) tau decay (ms)
CPSIs CPSEs CPSils CPSEs CPSils CPSEs
Moyenne 26,85 20,32 0,18 0,38 65,1 37,02
SEM 3,92 1,69 0,09 0,08 4,16 4,26
n 14 18 14 18 4 4

Tableau 4 : Caractéristiques des CPSIs et des CPSEs du BLA en c

L'ensemble des 18 cellules testées présente une activité synaptique excitatrice spontanée et une
partie dentre elles (n=14/18) présentent une activité synaptique inhibitrice spontanée. Les
caractéristiques de ces transmissions sont indiquées dans le tableau.

ondition contréle

A Contréle , Vh = -40 mV

30 pA |_
Dt 7 T o S g s

Figure 31 : Identification pharmacologique des CP  Sls

B Bicuculline , Vh = -40 mV

A. L'enregistrement a -40 mV permet d’'obtenir des événements sortants inhibiteurs ainsi que des
évenements entrants excitateurs. B. L'ajout de bicuculline (10 uM), un antagoniste spécifique des
récepteurs GABA,, supprime totalement les événements sortants inhibiteurs, démontrant ainsi leur
nature GABAergique.

C Contréle , Vh = -40 mV

30 pAl

10s

D Acide kynurénique , Vh =-40 mV

Figure 32 : Identification pharmacologique des CPSEs

A. L'enregistrement a -40 mV permet d’obtenir des événements sortants inhibiteurs ainsi que des
éveénements entrants excitateurs. B. L'ajout d'acide kynurénique (2 mM), un antagoniste de la
transmission glutamatergique rapide (AMPA et NMDA), supprime I'ensemble des événements
entrants excitateurs, démontrant ainsi leur nature glutamatergique.
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La concentration d’EFX que nous avons choisi d'utiliser pour cette partie
électrophysiologique est similaire a celle employée lors de la premiere étude
électrophysiologique des effets de 'EFX (Schlichter et al., 2000), bien gu'inférieure a celle

utilisée pour nos expériences in vivo (i.e. 60 uM).

Néanmoins, suite a I'application d’EFX 30 pM, je n'ai observé aucun changement
de profil, chaque cellule (n=4/4) restant dans sa catégorie. Par ailleurs, les autres

paramétres ne sont pas significativement modifiés suite a I'application de I'EFX.

[I. Etude des effets de I'étifoxine sur I'activité synaptique spontanée

Il.1. Transmission synaptique spontanée en condition contréle

La majorité des cellules enregistrées présentent une activité synaptique inhibitrice
spontanée (n=14/18): elles recoivent donc des entrées provenant de neurones
inhibiteurs. Dans nos conditions d’enregistrement (solution intrapipette 1, E¢y = -60mV),
cette activité se traduit par I'apparition de courants sortants, reflétant une entrée d’ions
chlorure. Pour les observer, les cellules sont maintenues a un potentiel plus dépolarisé
que le potentiel d'inversion des ions CI'. Nous avons choisi d’'imposer un potentiel de -40
mV, afin de mesurer simultanément les CPSIs et les CPSEs, qui seront donc de
directions opposeées.

La fréquence moyenne d’'apparition de ces courants synaptiques inhibiteurs est
relativement faible (0,18 £0,09 Hz, n=14 cellules) mais varie de 0,02 a 0,84 Hz.
L'amplitude moyenne de ces courants est de 26,85 + 3,92 pA (Tab. 4). Enfin ces courants
ont une constante de déactivation moyenne de 65,1 + 4,16 ms.

Afin de s'assurer que ces courants sortants sont bien GABAergiques, nous avons
appligué un antagoniste spécifique des récepteurs GABA,, la bicuculline (10 uM), qui
entraine la suppression des courants sortants (n=8/8) (Fig. 31), confirmant la nature

GABAergique de ces courants synaptiques.

Toutes les cellules enregistrées (n=18/18) présentent également une activité
synaptique excitatrice spontanée. Cette activité se traduit par des courants entrants,
correspondant & une entrée d’ions Na* et Ca®* dans la cellule. Le potentiel d’'inversion des
cations dans notre solution étant a 0 mV, I'observation des CPSEs a été réalisée a un
potentiel de maintien de -40mV.

L’amplitude moyenne de ces CPSEs est de 20,32 £ 1,69 pA, et leur fréquence

instantanée moyenne est de 0,38 + 0,08 Hz, mais varie de 0,08 & 1,01 Hz (Tab. 4). L'ajout
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Amplitude (pA) Fréquence (Hz) Constante déact. (ms)
Contréle EFX Controle EFX Controle EFX
Moyenne 17,33 33,77 0,29 0,60 62,17 63,71
SEM 2.125 1.07 0,12 0,18 6,12 6,07
n 2/4 4/4 4/4

Tableau 5 : Effets de 'EFX sur la transmission synaptique in hibitrice spontanée

L'application d’'EFX 30 uM engendre une augmentation de la fréquence des CPSIs sur toutes les
cellules testées (p < 0,05). On observe également une augmentation de la fréquence des CPSls
sur une partie de I'échantillon testé (n=2/4, p < 0,05). En revanche, la constante de déactivation ne
varie pas en présence d’EFX.
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d’un antagoniste des récepteurs AMPA/Kainate/NMDA du glutamate, I'acide kynurénique
(2 mM), a entrainé une suppression totale des CPSEs (n=2/2), nous indiquant qu'ils sont

bien dus a la transmission excitatrice rapide (Fig. 32).

Les cinétiques obtenues pour les CPSEs dans nos conditions d’enregistrement
sont relativement lentes par rapport a celles classiquement observées. Cependant, il
existe dans le BLA des récepteurs NMDA aux cinétiques trés lentes (i.e. environ 100 ms)

(Spampanato et al., 2011), ce qui pourrait expliquer nos valeurs atypiques.

II.2. Transmission synaptique spontanée en présence d’'EFX

Aprés avoir caractérisé I'activité synaptique des neurones du BLA, nous avons
utilisé 'EFX afin d'étudier les conséquences d’'une augmentation de la transmission
GABAergique au sein du réseau neuronal du BLA. L'effet sur la transmission synaptique
inhibitrice est maximal et stable aprés 15 minutes d’application de 30 uM d’EFX. L'effet
majeur observé est une augmentation de la fréequence d’apparition des CPSIs spontanés.
En effet elle passe de 0,29 £ 0,12 Hz en situation controle a 0,60 + 0,18 Hz en présence
d’EFX, et cela sur 'ensemble des cellules testées (n=4/4) (Tab. 5). LEFX a également un
effet sur l'amplitude des CPSIs (contrdle: 17,33+ 2,13 pA; EFX: 33,77 £ 1,07 pA)
(Tab. 5). En revanche, cet effet n'est présent que dans une partie de I'échantillon testé
(n=2/4). Enfin, TEFX ne modifie pas la cinétique des CPSiIs, les valeurs moyennes de
constante de déactivation ne présentant pas de différence significative
(contréle : 62,17 £ 6,12 ms ; EFX : 63,71 £ 6,07 ms, p > 0,05) (Tab. 5).

Bien que L’EFX n‘ait a priori pas d'action pharmacologique directe sur la
transmission excitatrice glutamatergique, nous avons tout de méme vérifié si elle modifiait
les CPSEs. Ainsi, on ne note aucune différence significative de la fréquence d'apparition
des CPSEs (contrdle : 0,65 + 0,22 Hz ; EFX : 0,75 £ 0,35 Hz, n=4), ni de 'amplitude des
courants (contrdle : 9,47 £0,74 pA ; EFX: 15,33 £ 2,31 pA, n=4). Enfin la constante de
déactivation ne semble pas affectée par I'EFX, elle passe de 36,43+45ms a
35,02 + 5,95 ms (n=4).

L’EFX module donc de fagon positive les CPSIs du BLA, sans affecter les CPSEs.
Afin d’analyser plus précisément les mécanismes mis en ceuvres lors de cette modulation,
la suite des expériences s’est portée uniqguement sur la transmission synaptique inhibitrice

miniature.
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Contréle EFX 30 uM
Amplitude kréquence | Decay Amplitude Fréquence Decay
(PA (Hz) (ms) (PA (Hz) (ms)
Moyenne 17,72 3,54 13,40 16,37 3,84 17,63
SEM 3,63 1,86 1,31 1,09 1,75 3,70
n 3 3 3 3 3 3

Tableau 6 : Effets de 'EFX a 30 uM sur la transmission synapti  que inhibitrice miniature

L'application d’'EFX 30 uM ne modifie aucun des paramétres de la transmission synaptique

inhibitrice miniature (p > 0,05). Ces résultats nous ont conduit a poursuivre I'étude avec une
concentration d’EFX supérieure (60 uM).

Contrdle Etifoxine (60 pM) L«\avage .
Apres 15 min d’application Apres 20 min
Wi m,mww iy .wr""r“‘ﬂ"r'ﬂ'r“,“ w*wmn-ﬁw}w
' |
| 100 ms ,

‘ 10 pA
Figure 33 : lllustration de I'application d’EFX sur une cellule

L'application d’EFX (60 uM) entraine une augmentation de I'amplitude et de la fréquence des
mCPSIs, qui peut étre remarquée visuellement. Les traces représentées en dessous sont un
agrandissement de traces du dessus. L'effet de 'EFX est ici partiellement lavé aprés 20 minutes.
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lll. Etude des effets de [I'étifoxine sur l'activit € synaptique inhibitrice

miniature

Pour cette partie de I'étude, les enregistrements sont réalisés en présence de
TTX 0,5 uM et d'acide kynuréniqgue 2 mM dans le milieu extracellulaire, afin d'isoler
pharmacologiquement les courants post-synaptiques inhibiteurs miniatures (MCPSIs). Par
ailleurs, la solution intracellulaire utilisée dans ce cas est la solution 2, & base de KCI et
qui posséde un potentiel d'inversion des ions CI' a 0 mV. Les enregistrements sont
effectués a -60 mV, et les mCPSIs se traduisent donc par I'apparition de courants
entrants. Afin d’étudier les effets de 'EFX sur les mCPSIs, je I'applique dans le bain et
jobserve l'effet lorsqu'il est stabilisé aprés 15 minutes. Suite a cela, jeffectue un rincage

pendant 15 & 20 minutes sans EFX afin de voir si les effets persistent ou non.

Cependant, aprés application d’EFX 30 uM sur un petit groupe de cellules (n=3),
nous n‘avons pu observer aucun effet sur la transmission inhibitrice miniature du BLA. Ni
I'amplitude, ni la fréquence, ni la constante de déactivation ne sont modifiés (p > 0,05) par
I'application d’EFX & la concentration de 30 pM (Tab. 6). Nous avons alors décidé
d'utiliser une concentration supérieure, identigue a celle des expériences in vivo
(i.e. 60 uM). Le but de cette étude étant de comprendre les mécanismes d’action de 'EFX
lors de son action sur les neurones du BLA, nous avons volontairement choisi une

concentration relativement forte afin d'étre srs de pouvoir observer des effets.

Ainsi, apres application d'EFX & une concentration de 60 uM, toutes les cellules
testées (n=14) répondent a I'application d’EFX. Néanmoins, nous avons pu observer 3
effets distincts : une augmentation de I'amplitude des mCPSIs, une augmentation de leur
fréquence (Fig. 33) ainsi qu'une augmentation de leur constante de déactivation.
Cependant, ces 3 effets ne se retrouvent pas sur toutes les cellules ; certaines présentent
uniquement un seul de ces effets, certaines une combinaison des 3, et certaines les 3
effets (Tab. 7)

[11.1. Application d’EFX en condition controle
La fréquence moyenne d'apparition des courants en condition contréle est en

moyenne de 3,42 £ 0,48 Hz (n=14) mais est extrémement variable d’une cellule a l'autre

(min : 1,34 Hz, max : 8,66 Hz, médiane : 3,18 Hz). L’amplitude moyenne de ces courants
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Tableau 7 : Représentation de I'hétérogénéité des effets de I'E

On distingue trois types d'effets différents :

A

Amplitude (pA)

Contréle EFX Lavage

11,02 +1,20 16,94 +1,66 15,64 +1,94

n=9/14 n=9/14 n=3/14

Figure 34 : Effet de FEFX  sur
'amplitude des mCPSiIs

A. et B. L’application d’EFX (60 uM)
entraine une augmentation de I'amplitude
des mCPSIs dans 9 cellules sur 14
testées (p<0,001). Bien que non
significatif (p>0,05), leffet n'est pas
totalement lavé aprés 20 min. C.
L'augmentation de [Il'amplitude des
mCPSIs représente un accroissement de
54 % par rapport a I'amplitude moyenne
en condition contréle. D. L'analyse de
Kolmogorov-Smirnov montre un
décalage de la courbe vers la droite
aprées EFX. Cela signifie  une
augmentation générale des amplitudes
de 'ensemble des mCPSils.
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Les cases rayées signifient que la cellule a présenté l'effet suite a I'application d’EFX 60 puM.
Toutes les cellules testées voient leur activité inhibitrice miniature modifiée par I'application d’EFX.
une augmentation de I'amplitude des mCPSIs, une
augmentation de leur fréquence instantanée et une augmentation de leur constante de
déactivation (tau decay). Apres application d’'EFX, les neurones présentent soit un seul, soit une
combinaison des trois effets, soit les trois effets.
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Figure 35 : Effet de [I'EFX
fréequence des mCPSils

A. et B. L'application d’'EFX (60 uM)
entraine une augmentation de la
fréequence des mCPSIs dans 8 cellules
sur 14 testées (p<0,05). Cet effet est
totalement lavé aprées 20 min. C.
L’augmentation de la fréquence des
mCPSIs représente un accroissement de
98 % par rapport a la fréquence
moyenne en condition contréle. D.
L'analyse de Kolmogorov-Smirnov
montre une augmentation du nombre
d'événements de grande fréquence
aprés l'application d’EFX. Cela signifie
alors l'apparition de bouffées de
libérations vésiculaires aprés application 0.2
d’EFX et/ou une augmentation générale
du nombre d’événements synaptiques.
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Moyenne

1,17

0,66

1,19

1,32

SEM

0,06

0,21

0,09

0,36

n

8

8

Tableau 8 : Analyse du coefficient de variation des intervalles

inter -évenements et de la

frequence moyenne des cellules présentant une augme

ntation de la fréquence

instantanée de leur mCPSls aprés EFX

Le coefficient de variation (CV) des intervalles inter-évenements ne varie pas aprés application
d’EFX. Un CV faible correspondrait a une apparition d’événements synaptiques de maniére
relativement réguliére, tout au long de I'enregistrement. En revanche, un CV élevé signifierait une
irrégularité dans I'apparition des événements, ce qui peut arriver lors de bouffées. Dans ce cas le
CV des neurones ne varie pas significativement (p >0,05) aprés application d’EFX. En revanche,
on voit que la fréequence moyenne augmente de maniéere significative (p < 0,01) apres I'application
d’EFX, signifiant un nombre de mCPSis plus important.
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est de 13,52+151pA (min: 7,96 pA, max: 24,79 pA, médiane: 11,79 pA) et leur
constante de déactivation moyenne est de 18,67+1,36ms (min:11,83ms,

max : 27,03 ms, médiane : 19,20 ms).

lll.1.a. Effet sur 'amplitude

L'effet que l'on retrouve majoritairement est 'augmentation de I'amplitude des
MCPSIs. Cet effet est retrouvé dans 9 cellules sur 14 testées (64%) (Tab. 7) et représente
une augmentation significative de 54 % de 'amplitude moyenne
(contréle : 11,02 £ 1,20 pA ; EFX: 16,94 £ 1,66 pA ; p <0,001) (Fig. 34A, B et C). En
appliquant le test de Kolmogorov-Smirnov qui mesure dans ce cas la distribution des
amplitudes avant et apres EFX, on peut voir que la courbe est décalée vers la droite
apres traitement (Fig. 34D), ce qui signifie une augmentation globale des amplitudes. Par
ailleurs, un lavage a été réalisé sur 3 des 9 cellules présentant cet effet, et on peut noter
que 'amplitude moyenne, bien que non différente statistiquement par rapport aux valeurs
contrle (p > 0,05), reste supérieure a celles-ci (15,64 + 1,94 pA aprés 20 minutes de

lavage). Il semblerait donc que cet effet persiste en partie apres I'application d’EFX.

[1l.1.b. Effet sur la fréquence

La seconde action de I'EFX sur les mCPSIs est une augmentation de leur
fréquence instantanée moyenne (n=8/14, 57%) (Tab. 7) : elle passe de 3,51 + 0,80 Hz en
condition contrdle a 6,96 + 1,40 Hz aprés application d’EFX (p < 0,05) (Fig. 35A et B), ce
qui représente un accroissement de 98 % (Fig. 35C). Dans ce cas, nous avons également
analyse la distribution des populations d’évenements avec le test de Kolmogorov-Smirnov
(Fig. 35D). Ceci nous apprend que dans les deux conditions, on observe un nombre
important d’évenements de faible fréquence, mais qu’aprés application d’EFX, on obtient
une augmentation d’évenements de hautes fréquences par rapport & la condition contréle.
Ceci peut signifier une augmentation générale du nombre d'évéenement (fréquence
moyenne) mais également une augmentation de la libération en bouffée de vésicules
synaptiques. Afin de vérifier I'une ou l'autre hypothése, nous avons analysé le coefficient
de variation (CV) des intervalles inter-événements (i.e. l'inverse des fréquences
instantanées), ainsi que la fréquence moyenne de mCPSis (i.e. le nombre d’événements
pour une durée temporelle donnée). Un CV faible correspondrait & une apparition
d’évenements synaptigues de maniere relativement réguliere, tout au long de
I'enregistrement. En revanche, un CV élevé signifierait une irrégularité dans I'apparition

des événements, ce qui peut arriver lors de bouffées. Les résultats de I'analyse montrent
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Figure 36 : lllustration de 'augmentation de la cinétique des mCPSls pour une cellule

A. Courants post-synaptiques inhibiteurs miniatures moyennés a partir d'une centaine
d’événements, en condition contrble (trace noire) et aprés application d’'EFX (trace rouge). B. En
normalisant les courants par leur amplitude, on distingue bien 'augmentation de la constante de
déactivation aprés application d’'EFX.
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Figure 37 : Effet de I'EFX sur la 0 0
constante de déactivation Controle EFX Contréle  EFX
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A. et B. L'application d’EFX (60 uM)
entraine une augmentation de la D
cinétique des mCPSils dans 6 cellules sur
les 14 testées (p<0,001). Cet effet est
prolongé significativement (p<0,001)
aprés 20 min de lavage en absence
d'EFX. C. L'augmentation de Ila
fréequence des mCPSIs représente un
accroissement de 21 % par rapport a la
cinétique moyenne en condition controle.
D. L'analyse de Kolmogorov-Smirnov
montre un décalage de la courbe vers la 0.2
droite aprés EFX, signifiant une
augmentation générale des cinétiques de 0.0 r r r r .
'ensemble des mCPSis. 0 10 20 80 40 50

Constante de déactivation
des mCPSlIs (ms)

1.0

0.8

0.6 4

0.4+
— Contrble
— EFX

Probabilité cumulée

Page 150



Résultats : Partie 2

gque le CV des neurones ne varie pas significativement aprés application d’EFX
(contrdle : 1,17 £0,06 ; EFX:1,19+0,09; p> 0,05, n=8) (Tab. 8). Au vu des valeurs
moyennes du CV, on peut cependant noter que I'apparition des mCPSIs est relativement
irréguliére, ce qui traduit la présence probable de bouffées d’événements en condition
contrble et apres EFX. En revanche, on voit que la frequence moyenne augmente de
maniére  significative  apres I'application d’EFX  (contrdle : 0,66 + 0,21 Hz;
EFX:1,32+0,36 Hz; p<0,01, n=8) (Tab. 8). Ceci nous permet donc d'affirmer que
'augmentation de la fréquence instantanée suite a I'application d’EFX est bien due a une
augmentation du nombre de CPSIs. Enfin, un lavage a été effectué pour 2 des 8 cellules
présentant cette augmentation de fréquence. On peut alors voir que dans ce cas, I'action

modulatrice de 'EFX semble avoir disparue aprés 20 minutes de lavage (3,89 £ 0,25 Hz).

I11.1.c. Effet sur la constante de déactivation

Enfin, le dernier effet mesuré est une augmentation de la constante de
déactivation des mCPSIs, pouvant étre observé dans 6 cellules sur 14 testées (42%)
(Tab. 7). Cet effet est illustré pour une cellule dans la figure 17. Ainsi, on peut voir que
pour ces neurones, la cinétique des événements passe de 17,35+2,44ms a
21,16 + 2,01 ms (p < 0,001) apres application d'EFX (Fig. 37 A et B), ce qui représente un
accroissement de 22 % (Fig. 37 C). A nouveau l'analyse de Kolmogorov-Smirnov montre
un décalage de la courbe vers la droite, indiquant une augmentation des événements aux
cinétiques plus lentes (Fig. 37 D). Par ailleurs, le lavage obtenu pour 2 des 6 cellules
présentant cet effet montre qu'’il est prolongé et maintenu apres 20 minutes de lavage
(20,29 + 2,75 ms), donc en absence d’EFX.

[11.1.d. Combinaison des effets

En observant le tableau 3 qui représente la répartition des effets de 'EFX sur
'ensemble des cellules testées, on peut voir toutes les combinaisons possibles. Chaque
effet peut étre présent de maniere isolée, ou associé avec un ou deux des autres effets.
Néanmoins, et sans pouvoir en tirer de conclusion particuliere, la seule combinaison
n'étant jamais observée est 'augmentation de I'amplitude des mCPSIls associée avec

'augmentation de la constante de déactivation des mCPSls.
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Cell.|Cell.|Cell.|Cell.|Cell.|Cell. |Cell.|Cell.

Augmentation de
I'amplitude

Augmentation de
la fréequence

NN
N\

Augmentation du
tau decay

Tableau 9 : Effets de I'EFX sur les paramétres des mCPSlIs en pr  ésence de finastéride

Les cases rayées signifient que la cellule a présenté I'effet suite a I'application d’EFX 60 uM. En
présence de finastéride, on ne retrouve plus qu'un seul des 3 effets de I'EFX observés
précédemment : 'augmentation de la fréquence des mCPSls (n=3/8).

A

vy
O

Fréquence (Hz) 1 200 >
N
Contréle (FIN)  FIN +EFX = wo £
3,45+2,28 6,44+ 1,12 g . gs
o0
n=3/8 n=3/8 : T <4 100
T 4 T £
8 S 8
2 S
o ] g 501
g g §
Figure 38 : Effet de I'EFX sur la i
fréquence des mCPSIs en 0 0
présence de finastéride FIN (Ctrl) FIN + EFX FIN (Ctr) FIN + EFX
n=3 n=3 n=3 n=3
A. et B. L'application d’EFX (60 uM)
entraine une augmentation de la D
fréequence des mCPSIs dans 3 des 8
cellules testées en présence de 101
finastéride (FIN). C. L’'augmentation de la
fréequence des mMCPSIs représente un o %
accroissement de 87 % par rapport a la 2
frequence moyenne en  condition £ o061
contrfle. D. L’analyse de Kolmogorov- § — Controle
Smirnov montre une augmentation du 2 041 —EFrX
nombre d'événements de grande S
frégquence apres I'application d’EFX. Cela & 02
signifie alors I'apparition de bouffées de
libérations vésiculaires aprés application 0.0 . . . .
d'’EFX et/ou une augmentation générale 0 10 20 30 40
du nombre d’événements synaptiques. Fréquence des mCPSls (Hz)
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[11.2. Application d’EFX en présence de finastéride

Afin de savoir si les différents effets observés précédemment sur la transmission
synaptique inhibitrice miniature sont dus a l'action directe de I'EFX sur le récepteur
GABA, ou bien son action indirecte sur le TSPO, nous avons refait les enregistrements
électrophysiologiques en présence de finastéride (FIN). Comme pour les expériences
comportementales présentées précédemment, les éventuels effets de 'EFX observés en
présence de finastéride seront uniguement dus a son action directe sur le récepteur
GABAA,.

Aprées avoir testé I'application d’'EFX apres incubation (au moins 3 heures) et en
présence de finastéride, nous pouvons faire deux remarques : la premiére est que toutes
les cellules ne présentent pas une modification de leur activité synaptique inhibitrice
miniature suite a I'application d’étifoxine, et la seconde est qu’on ne retrouve plus qu’un
seul des 3 effets observés précédemment, a savoir 'augmentation de la fréquence des
mCPSIs. En effet, 3 des 8 cellules testées (38%) (Tab. 9) présentent une augmentation
de la fréquence des mCPSIs. Celle-ci passe de 3,45 + 2,28 Hz en condition contrble a
6,44 +1,12 Hz aprés application d'EFX (Fig. 38 AetB), ce qui représente un
accroissement de 87 % (Fig. 38C) A nouveau nous avons analysé la distribution des
populations d’évenements avec le test de Kolmogorov-Smirnov (Fig. 38D). Il nous montre
gu'avant et apres application d’'EFX, on observe un nombre important d'évenements de
faible fréquence. En revanche, aprés application d’EFX, on obtient une augmentation
d’évenements de haute fréquence par rapport a la condition contrble. L'analyse du CV
nous montre qu'il ne varie pas aprés EFX (contréle : 1,38 £0,18; EFX: 1,52 +£0,27 ;
p > 0,05, n=3), mais que la fréquence moyenne augmente (contrdle : 0,35+ 0,16 Hz ;
EFX:0,88 +£0,06 Hz ; p < 0,01, n=3). L'augmentation de la fréquence instantanée suite a
l'application d’EFX est donc due a une augmentation du nombre de mCPSIs.
Malheureusement, aucun lavage n'a pu étre réalisé sur ces cellules et I'on ne sait donc
pas si la fréquence des mCPSIs revient a un niveau basal apres rincage de I'EFX ou non.
Néanmoins, malgré la présence de cet effet d’augmentation de fréquences des mCPSIs
en présence de finastéride, on peut noter que son occurrence est moindre au sein de la
population de cellules testées (38% avec finastéride contre 57% sans finastéride). On
peut donc se demander si I'effet est uniquement du a 'action de 'EFX sur les récepteurs
GABA,, ou s'il y a une participation des neurostéroides endogénes. En revanche, les
effets d’augmentation de I'amplitude ou de la constante de déactivation des mCPSIs

semblent étre entierement dépendants de I'action de 'EFX sur la neurostéroidogenése.
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Controle DzP
Amplitude Fréquence | Decay Amplitude Fréquence [Decay
(PA) (Hz) (ms) (PA) (Hz) (ms)
Moyenne 18,47 2,63 18,54 23,20 4,22 32,41
SEM 4,27 0,48 2,90 7,37 0,97 4,19
n 4 4 4 4 4 4
Tableau 10 : Effets d u DZP sur la transmission synaptique inhibitrice mi niature

L'application de DZP 1 uM sur les neurones du BLA entraine une augmentation significative

(p < 0,01) de leur fréquence instantanée ainsi que de leur constante de déactivation, et cela sur la
totalité de I'échantillon testé (n=4/4).
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Ces résultats suggerent que les effets de I'EFX engendrés sur la transmission
synaptique inhibitrice miniature dans le BLA sont majoritairement dus & son action
indirecte sur le TPSO, provoquant une augmentation de la neurostéroidogénése. Ces
résultats sont a mettre en corrélation avec ceux observés in vivo, oU nous avons pu Vvoir
que l'effet anti-nociceptif de I'EFX est supprimé lorsque les animaux sont traités
préalablement avec du finastéride. Il semblerait donc que I'action de 'EFX est directement
dépendante de la production de neurostéroides 3a-5a réduits, qui vont agir au niveau

cellulaire comme des potentialisateurs de la transmission synaptique inhibitrice.

l11.3. Comparaison des effets de 'EFX avec ceux du diazépam

A titre de comparaison, nous avons voulu voir quels étaient les effets d'une
benzodiazépine de référence, tel que le diazépam (DZP). De plus, les effets
comportementaux de type anti-nociceptif obtenus avec cette molécule lors des

expériences in vivo sont similaires que ceux de 'EFX.

L’application de DZP, a une concentration de 1 uM, a été réalisée sur un petit
groupe de cellules (n=4). On peut ainsi voir qu’il augmente de maniére significative la
fréquence instantanée (contrble : 2,63 +0,48 Hz; DZP : 4,22 +0,97 ; p <0,01, n=4/4),
ainsi que la constante de déactivation des mCPSIs (contrdle : 18,54 + 2,90 ms ;
DZP :32,41+4,19,; p<0,01, n=4/4) (Tab.10). L'amplitude des mCPSIs augmente

légerement aprés application de DZP mais de maniére non-significative (p > 0,05).

Les effets du DZP, tout comme lors des tests in vivo, sont donc similaires a ceux

de I'EFX, suggérant des mécanismes sous-jacents probablement identiques.

IV. Morphologie et connectivité des neurones enregi  strés

Les milieux intracellulaires utilisés contenant de la biocytine, nous avons tenté de
révéler a posteriori la morphologie des neurones enregistrés. Nous avons pu observer
deux types de morphologies distinctes: des neurones possédant une arborisation
dendritique trés dense mais restreinte au BLA, assez typique des interneurones
(Fig. 39A), et des neurones ayant une arborisation moindre, unilatérale et projetant vers le
CeA par un ou plusieurs prolongements, correspondant a des neurones de projections
(Fig. 39B).

Le but de cette expérience était de pouvoir faire des corrélations entres les

paramétres électrophysiologigues enregistrés et la morphologie et/ou la localisation
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Figure 39 : Exemples de morphologies des neurones du BLA

A. Interneurone du BLA, possédant une arborisation dendritique trés dense mais restreinte au

BLA. B. Neurone de projection, avec une arborisation dendritique peu développée et un long
prolongement vers le CeA.
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exacte de ces neurones. Néanmoins, en raison notamment de I'épaisseur importante des
tranches d’amygdale utilisées pour les enregistrements électrophysiologiques, la qualité
des révélations a été trées amoindrie et les résultats inexploitables. Nous ne disposons
donc que de quelques illustrations mais aucune corrélation n’'a réellement pu étre

réalisée.
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DISCUSSION

Au cours de ce travail de doctorat, j’ai obtenu un certain nombre d’éléments
nouveaux concernant le fonctionnement et I'implication du complexe basolatéral de
I'amygdale dans la modulation de la douleur. L’objectif était de voir si le BLA peut agir tel
un pilote de la sortie comportementale se faisant par le CeA, et si sa modulation

pharmacologique peut modifier la réponse nociceptive et douloureuse des animaux.

Ainsi nous avons pu voir que la seule modulation pharmacologique du BLA était
suffisante pour modifier la sensibilité mécanique chez des animaux sains ou
neuropathiques. Par ailleurs, I'équilibre entre I'excitation et I'inhibition synaptiques du BLA

semble étre un point clé pour définir le seuil de sensibilité mécanique.

Nous nous sommes également intéressés a l'étude précise du mode d’action
d’'une molécule anxiolytique non benzodiazépinique, I'étifoxine, et & son effet sur le
comportement douloureux. Des travaux précédents au laboratoire avaient déja montré le
potentiel anti-nociceptif de cette molécule, lorsqu’elle est injectée par voie intrapéritonéale
dans un modeéle de douleur neuropathique chimio-induite (Aouad et al., 2009). Les
résultats présentés dans cette thése montrent également un effet analgésique de
I'étifoxine, et cela lorsqu’elle est appliquée localement dans le BLA d’animaux rendus
neuropathiques par le modele du cuff. Cet effet est directement dépendant de la synthése

de neurostéroides actifs induite par I'EFX.

Enfin, aprés avoir démontré que le BLA était une cible potentielle de 'EFX, nous
avons étudié les mécanismes cellulaires sous-jacents qui sont a la base de leffet
comportemental. Ainsi, aprés avoir installé au laboratoire une préparation de tranches
d’amygdale de souris, jai eu recours a I'approche électrophysiologique du patch-clamp
afin d’étudier I'activité des neurones du BLA. Ceci a permis de montrer que I'EFX induit
une potentialisation de la transmission synaptique inhibitrice, et que cette augmentation

est également dépendante de la neurostéroidogenese.
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Figure 40 : Le contrdle tonique amygdalien

lllustration du contréle tonique amygdalien de la douleur, piloté par le BLA. Il interagit avec le circuit
nociceptif ascendant spino-parabrachio-amygdaloide, ainsi que dans les voies des contrbles
nociceptifs descendants, qui forment des relais dans les structures nociceptives du tronc cérébral
(e.g. PAG, PB, ...) avant d'atteindre la moelle épiniére. Néanmoins, toutes les structures relais
intervenant dans ce contréle ne sont pas encore connues.
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I. Existence d’un contréle tonique amygdalien de | a douleur

Les résultats obtenus avec les injections localisées dans le BLA indiquent que le
blocage de la transmission excitatrice dans le BLA modifie le seuil de sensibilité
mécanique des animaux. En effet, l'injection de MK-801, un bloqueur du canal du
récepteur NMDA du glutamate, dans le BLA d’animaux neuropathiques, induit un effet
analgésique temporaire sur la patte douloureuse (cf. Fig 25). Nous savons, de part les
données anatomiques de I'amygdale, que le BLA recoit des afférences glutamatergiques
du cortex et du thalamus et qu'il est intimement connecté au CeA via des projections
glutamatergiques (Pitk&nen et al., 1997). Le CeA est, quant a lui, considéré comme la
sortie de 'amygdale, pouvant agir sur les contrdles nociceptifs descendants et moduler la
douleur (Millan, 2002; Veinante, 2009). Bien évidemment, en bloquant la transmission
glutamatergique, on bloque donc la transmission synaptique au sein du BLA, mais
également le transfert d’informations du BLA au CeA. Cependant, étant donné que le CeA
ne contient que des neurones GABAergiques, l'injection de MK-801 n’affecte en rien leur
fonctionnement. En revanche, si le transfert d’'informations du BLA au CeA n’a pas lieu, le
fonctionnement du CeA, et par conséquence son contr6le de la nociception, s’en retrouve
altéré. Nos données démontrent I'existence d’'un contrble tonique de I'amygdale sur les
seuils douloureux, qui s’en retrouvent modifiés lorsque ce contrdle est supprimé. Celui-ci
interagit avec le circuit nociceptif ascendant spino-parabrachio-amygdaloide, ainsi que
dans les voies des contrbles nociceptifs descendants, qui forment des relais dans les
structures nociceptives du tronc cérébral (e.g. PAG, PB, ...), avant d’atteindre la moelle

épiniere (Fig. 40).

II. Le BLA pilote le contréle tonique amygdalien

La transmission inhibitrice GABAergique du BLA peut varier en condition
physiologique, et plusieurs équipes ont montré qu’elle semble réduite dans le BLA lors de
conditions aversives (Sanders and Shekhar, 1995; Ferry and Di Scala, 1997; Soltis et al.,
1997). Ainsi, nous avons injecté de la bicuculline, un antagoniste spécifique des
récepteurs GABA,, dans le BLA, afin de voir l'effet d'un blocage de la transmission
synaptique inhibitrice dans cette structure sur les seuils nociceptifs. Dans ce cas de
figure, on n’'interfére pas avec la communication BLA-CeA, mais on supprime l'inhibition
locale dans le BLA. Nos résultats indiquent que le blocage bilatéral la transmission
synaptique inhibitrice GABAergique du BLA entraine un effet pro-nociceptif temporaire en

diminuant significativement les seuils de sensibilité mécanique pour les deux pattes chez
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des animaux sains (cf. Fig 20). Chez des animaux neuropathiques, linjection de
bicuculline entraine un effet pro-nociceptif réversible sur la patte contréle (i.e. la patte
gauche) et aucun effet significatif sur la patte cuff (i.e.la patte droite). Le seuil de
sensibilité atteint par cette derniére est fortement abaissé par les conditions
neuropathiques et semble étre a son niveau minimal. Le seuil de sensibilité mécanique
atteint par la patte contrdle aprés bicuculline est quant a lui équivalent au niveau de la

patte neuropathique (cf. Fig 22).

Ces données démontrent également I'existence d’'un contréle tonique amygdalien
de la douleur. De plus ce contrdle n'est pas lié strictement a la douleur, mais également a
la nociception, puisqu’il peut modifier la sensibilité nociceptive d’animaux sains. Par
ailleurs, les résultats indiquent que ce controle s’effectue a deux niveaux : au sein du
BLA, qui agit en tant que pilote du tonus amygdalien, et dans le CeA, qui, sous la tutelle

du BLA, va agir comme l'effecteur de la réponse comportementale.

Le noyau central de I'amygdale n’est constitué, a la différence du BLA, que de
neurones GABAergiques. On serait donc en mesure de craindre une diffusion de la
bicuculline du BLA vers le CeA suite a son injection, entrainant un biais dans
I'interprétation des résultats. Néanmoins, l'observation de la diffusion du bleu de
pontamine, injecté pour la vérification histologique de I'implantation des canules, nous a
permis de voir que la substance reste dans les limites du complexe basolatéral. Par
ailleurs, la littérature scientifique montre des résultats divergents selon les groupes
scientifiques. Ainsi dans le cadre d'un modéle de douleur neuropathique par ligature du
nerf sciatique, Pedersen et ses collaborateurs montrent que l'injection de bicuculline n’'a
pas d'effet lorsqu’elle est injectée dans le CeA (Pedersen et al., 2007). Leur résultat est
attribué a I'absence, ou a la présence limitée d’'un tonus GABAergique dans le CeA lors
de conditions neuropathiques, ce qui expliquerait que la bicuculline n’ait pas d’effet. En
revanche, dans l'étude de Hasanein et de ses collegues, chez des animaux sains,
I'injection de bicuculline dans le CeA engendre une diminution de la nociception, mesurée
par le test du réflexe spinal de retrait de la queue (Hasanein et al., 2008). Leur hypothese
est que, chez des animaux sains, il existe un contrdle tonique GABAergique présent dans
le CeA, et ses projections inhibitrices sur les structures du tronc cérébral impliquées dans
la nociception vont influencer les seuils nociceptifs. L'injection de bicuculline atténuerait
donc ce contr6ble inhibiteur et provoquerait une augmentation des symptémes nociceptifs
via un mécanisme de désinhibition. Ainsi, dans nos expériences, si les injections de

bicuculline avaient débordées dans le CeA, nous devrions observer des effets différents

Page 165




Discussion

Page 166




Discussion

entre les animaux sains et les animaux neuropathiques, ce qui n'est pas le cas. Par
ailleurs, les neurones du CeA expriment des récepteurs GABA,, sensibles classiguement
a la bicuculline, mais également des récepteurs GABAc, qui sont insensibles a ce
bloqueur (Delaney and Sah, 1999). L'ensemble de ces données nous permet donc de
nous assurer que l'effet la bicuculline observé lors de nos expériences est bien du & son

action sur le BLA.

[ll. Le contrGle du BLA est dépendant de I'équilibr e excitation/inhibition

Nos données indiquent que, d'une part, le blocage de la transmission excitatrice
NMDA dans le BLA induit une action analgésique, et d'autre part, le blocage de la
transmission inhibitrice dans cette méme structure entraine une action pro-algique. Ces
deux résultats indiquent le réle clé du BLA dans le contréle de la nociception et que le
blocage de deux neurotransmissions opposées induit des effets opposés. Une alternative
afin de mieux comprendre les mécanismes en jeu est de potentialiser 'une ou l'autre de
ces neurotransmissions afin de voir l'effet engendré sur la nociception. Les
potentialisateurs de la transmission excitatrice NMDA n’étant pas disponibles, nous avons
utilisé du diazépam, une benzodiazépine classique, connue pour agir comme modulateur
allostérique positif du récepteur GABA4. Cette molécule est couramment utilisée en
clinique pour ses actions anxiolytique et anticonvulsivante (Towler, 1962). Néanmoins,
ces actions sont souvent associées avec des effets secondaires, les principaux étant une
sédation parfois importante, et la mise en place rapide de phénoménes de tolérance et
d’addiction. Les concentrations de diazépam injectées dans notre étude (i.e. 10 uM) se
situent bien en dessous de celles utilisées classiquement pour obtenir action une sédation
des animaux (i.e. 5 mg/kg ~ 100 mM). La mesure de leur sensibilit¢ mécanique lors du
test n'est donc pas biaisée par une éventuelle sédation.

L'injection bilatérale de diazépam chez les animaux neuropathiques provoque une
augmentation temporaire significative du seuil de sensibilité mécanique de la patte
neuropathique, ainsi qu'une augmentation légere et significative du seuil de la patte
contréle gauche. Le seuil de sensibilité de la patte neuropathique revient ensuite a son
niveau avant injection (cf. Fig 24). Récemment, une autre équipe a réalisé des infusions
de DZP dans le BLA, ainsi que dans la PAG, chez des animaux sains, et en a observé les
effets sur I'anxiété la nociception des animaux (Jiménez-Velazquez et al., 2010). Leurs
données vont dans le méme sens que les nétres, indiquant un effet anti-nociceptif suite a
I'injection de DZP dans le BLA. Par ailleurs, le diazépam étant un modulateur allostérique
positif et non un agoniste des récepteurs GABA,, nos résultats indiquent que la

transmission GABAergique est également présente dans le BLA lors de conditions
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neuropathiques. De maniére intéressante, le DZP induit le méme effet anti-nociceptif que
le MK-801 lorsqu'il est injecté dans le BLA. Autrement dit, dans une situation de douleur
neuropathique, le blocage de l'excitation dans le BLA conduit au méme effet que la
potentialisation de [linhibition. Cela améne la notion d'équilibre entre I'excitation et
I'inhibition, un phénoméne a la base du fonctionnement de I'ensemble des structures
corticales (Haider et al., 2006; Lu et al., 2009; Yizhar et al., 2011; Zhang and Sun, 2011).
Ainsi, dans le BLA, I'équilibre entre excitation et inhibition semble étre un facteur clé pour
son fonctionnement. Cependant, I'effet obtenu aprés injection de DZP n’est pas le méme
pour les deux pattes ; il est tres marqué sur la patte neuropathique et relativement plus
faible sur la patte contréle (cf. Fig 24). Ceci laisse a penser que les niveaux d’inhibition
GABAergique ne sont pas les mémes de chaque coté. En effet, les voies sensorielles
ascendantes partent de la moelle épiniére puis décussent avant d'arriver a I'amygdale.
Théoriguement, la partie gauche de I'amygdale est liée au c6té droit de I'organisme et
vice versa. On peut alors imaginer que I'inhibition GABAergique est forte dans le BLA du
c6té controlatéral a la lésion et faible du cété ipsilatéral. Cependant, nos résultats obtenus
avec les injections de bicuculline montrent que son action est présente pour la patte
contrble, liée au coté ispilatéral a la Iésion, et absente pour la patte cuff (cf. Fig 22). Si
I'hypothese émise plus haut était vérifiée, nous devrions observer des résultats opposeés.
Cela démontre que le controle effectué par le BLA sur les seuils nociceptifs n'est pas
réellement dépendant du niveau absolu d'inhibition ou d’excitation, mais de I'équilibre
entre les deux. C'est le niveau relatif d’excitation et d’inhibition qui va définir le controle
exercé par le BLA. Toute altération de cet équilibre entraine une modification du contréle

tonique amygdalien par le BLA et influence les seuils nociceptifs.

IV. L'étifoxine module I'équilibre excitation/inhi bition via son action

neurostéeroidogene

IV.1. Etude de son action comportementale

Le diazépam, au méme titre que la plupart des benzodiazépines, potentialise
I'activité du récepteur GABA, de deux maniéres différentes : soit en se fixant sur son site
de modulation propre, situé a l'interface des sous-unité a et y du récepteurs, soit en se
fixant sur le transporteur mitochondrial du cholestérol, le TSPO, ce qui conduit in fine a
augmenter la production de neurostéroides actifs, réduits en positions 5a-3a, qui sont
également de puissants modulateurs allostériques positifs du récepteur GABA.. La

potentialisation de la neurostéroidogenese endogéne est une voie thérapeutique
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envisageable au vu des résultats de la littérature scientifique, indiquant leur effet
bénéfique dans le traitement des douleurs chroniques (Craft et al., 2004; Poisbeau et al.,
2005). Néanmoins le principal probléme de l'utilisation de diazépam réside dans ses
effets secondaires associés. Les phénoménes de tolérance, d’addiction ainsi que le
probléme de sevrage a l'arrét du traitement font partie des principaux problemes des
benzodiazépines. Leur usage afin de traiter la douleur neuropathique n’est donc pas
recommandé, et l'on privilégiera plutbét I'emploi des antidépresseurs, notamment

tricycliques, bien gu’ils ne soient pas efficaces pour la totalité des patients.

L'étifoxine (EFX), une molécule de la classe des benzoxazines, mise sur le
marché récemment et prescrite comme anxiolytique en France (Stresam®), ne présente
pas de structure apparentée aux benzodiazépines mais présente des mécanismes
d’action similaires. Il a été montré en électrophysiologie, que de la méme maniere que les
benzodiazépines, elle peut agir de deux maniere distinctes (Schlichter et al., 2000). Elle
se fixe directement sur un site propre, localisé sur les sous-unités ,/fz du récepteur
GABA,, et potentialise son activité de maniére allostérique (Verleye et al., 2002; Hamon
et al., 2003), mais elle peut également se fixer sur le transporteur mitochondrial du
cholestérol (TPSO), et donc augmenter la synthese de neurostéroides actifs réduits en
positions 3a et 5a (Verleye et al.,, 2005). Son principal avantage par rapport aux
benzodiazépines réside dans le fait qu’elle n’induit pas ou peu d’effets secondaires (Kruse
and Kuch, 1985; Micallef et al., 2001), en raison de sa structure moléculaire différente.
Par ailleurs, des travaux précédents au sein de notre équipe ont montré que linjection
intrapéritonéale d’EFX est analgésique dans un modéle animal de douleur neuropathique
chimio-induite (Aouad et al., 2009).

Nos données obtenues avec les injections d’étifoxine montrent qu’elle n’induit pas
ou peu deffet lorsqu’elle est injectée dans le BLA d’animaux sains (cf. Fig 26). En
revanche, lorsqu’elle est injectée chez des animaux neuropathiques, 'EFX induit une
action analgésique temporaire sur la patte cuff (cf. Fig 27). Ce résultat indiqgue de maniére
intéressante l'apparente spécificité de 'EFX, qui est efficace dans le traitement de la
douleur, au sens pathologique, mais pas de la nociception, chez les animaux sains.
Néanmoins, le décours temporel est différent de celui obtenu avec l'injection de DZP,
puisque I'action anti-nociceptive de I'EFX arrive tardivement apres son injection, ce qui
plaide en faveur d’'un mécanisme d’action indirect. Pour discriminer entre I'action directe
de 'EFX sur le récepteur et son action indirecte neurostéroidogene, les expériences ont
été reitérées en présence de finastéride, un bloqueur de la voie de synthése des

neurostéroides actifs. Dans ce cas de figure, 'EFX injectée dans le BLA n’a plus aucun
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effet sur les seuils nociceptifs mécaniques; son action analgésique est totalement
supprimée par le blocage de la neurostéroidogenése. Ces résultats indiquent donc
clairement que son effet direct sur le récepteur GABA, n'a pas ou peu de conséquence
pour la mise en place de son action analgésique, mais que c’est I'action sur le TSPO qui
induit I'effet tardif et prolongé des neurostéroides.

L’action de I'étifoxine est particulierement intéressante au niveau thérapeutique car
elle est plus spécifique que d’autres potentialisateurs de la neurostéroidogenése, comme
les benzodiazépines. Les résultats obtenus avec le diazépam indiquent une action mixte,
avec une composante précoce due a l'action sur le récepteur GABA,, et une composante
tardive, supprimée en présence de finastéride (cf. Fig 28). L’action de I'étifoxine est quant
a elle restreinte a la douleur chronique, neuropathique dans notre étude, et son effet
comportemental, plus prolongé que celui du diazépam, est uniquement du a son action
neurostéroidogene. L'EFX parait donc plus adaptée au traitement des douleurs
neuropathiques, et I'absence d'effets secondaires majeurs lors de son utilisation en fait

une molécule de choix pour de nouvelles pistes thérapeutiques.

IV.2. Etude de son action cellulaire et moléculaire

L’action comportementale de I'EFX lorsqu’elle est injectée dans le BLA a ensuite
été analysée plus précisément au niveau cellulaire et moléculaire, a I'aide d’expériences

d’électrophysiologie.

Les résultats obtenus en mode courant-imposé indiquent que 'EFX ne modifie pas
les profils de décharge ni les autres parametres intrinséques des neurones du BLA.
L'excitabilité de ces derniers n’est donc pas affectée par I'EFX. L’action de celle-ci a donc

uniguement lieu au niveau synaptique.

Les données des enregistrements en mode voltage-imposé montrent que I'EFX ne
modifie pas la transmission synaptique excitatrice. Ce résultat est attendu puisque que
'EFX ne modifie pas I'excitabilité des neurones, et n'a, a priori, pas de modulation connue
pour les récepteurs NMDA/AMPA/Kainate du glutamate. En revanche, I'action cellulaire
principale de [I'étifoxine est daugmenter [linhibition synaptique GABAergique des
neurones du BLA. Cette augmentation se fait via trois mécanismes complémentaires
pouvant étre simultanés ; 'augmentation de la fréquence des courants post-synaptiques
inhibiteurs miniatures, l'augmentation de leur amplitude et l'augmentation de leur
constante de déactivation (cf. Tab. 8). Les deux derniers effets sont dépendants de

I'action neurostéroidogéne de 'EFX, puisqu’ils sont supprimés en présence de finastéride,
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tandis que l'effet sur la fréquence est probablement du a une action directe sur les

récepteurs GABA, présynaptiques dépolarisants (cf. Tab. 9).

L’effet d’augmentation de la fréquence des mCPSIs est relativement atypique. En
effet, TEFX étant un modulateur allostérique positif du récepteur GABA,, il augmente la
charge inhibitrice véhiculée. Cependant, il est classiquement admis que 'augmentation de
la fréequence d'évenements synaptiques miniatures aprées l'application d’'une substance
indique que cette derniere augmente la probabilité de libération vésiculaire au niveau des
terminaisons pré-synaptiques. Cet effet est obtenu par I'excitation des terminaisons pré-
synaptiques via des récepteurs situés sur celles-ci, ce qui revient a dépolariser ces
terminaisons. Dans notre cas, 'EFX qui est une substance potentialisant linhibition
GABAergique (produisant généralement une hyperpolarisation), augmente dans le BLA la
probabilité de libération des neurones, ce qui correspond a priori & deux mécanismes
opposés. L'effet hyperpolarisant du GABA est en réalité dépendant du gradient de
chlorure entre le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire, qui est régulé par deux
transporteurs spécifiques. Ainsi, dans la majorité des cas, I'ouverture du canal du
récepteur GABA, conduit a une entrée de chlore qui suit le gradient de concentration.
Dans certaines conditions, comme lors du développement ou lors de pathologies par
exemple (Boulenguez et al., 2010), il arrive que le gradient de concentration se retrouve
inversé en raison de I'expression différentielle des transporteurs du chlore, et que
I'activation du récepteur GABA, conduise a une sortie d’ions chlore, provoquant alors une
dépolarisation du neurone. Il a été montré dans le BLA, que ce gradient de concentration
des ions chlore peut étre modifié localement a certaines terminaisons synaptiques, et cela
dans des conditions physiologiques (Washburn and Moises, 1992). Ceci expliquerait que
dans les neurones du BLA, 'EFX agisse sur les récepteurs GABA, pré-synaptiques,
induise une dépolarisation de la terminaison, qui renforce l'influx calcique voltage-
dépendant, et augmente ainsi la probabilité calcium-dépendante de libération vésiculaire,
ce qui conduit in fine a une augmentation de la fréquence des mCPSls. Par ailleurs,
I'application de diazépam, également modulateur allostérique positif du récepteur GABA,,
induit le méme effet d’'augmentation de la fréquence des mCPSIs. Peu de travaux se sont
intéressés a cet effet dans le BLA, mais néanmoins, Marowsky et ses collegues l'ont
relevé dans leurs travaux, sans en tirer de conclusions particuliéres (Marowsky et al.,
2004).

Les deux autres effets de 'EFX, a savoir 'augmentation de la constante de
déactivation ainsi que l'augmentation de I'amplitude des mCPSIs, qui sont dépendants

des neurostéroides sont plus classiques. En effet, les neurostéroides endogénes ont été
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décrits pour moduler positivement le récepteur GABA,, notamment en augmentant sa
cinétique d’ouverture (Macdonald and Olsen, 1994; Sieghart, 1995; Poisbeau et al.,
1997), ce qui conduit & une augmentation de la constante de déactivation. Concernant
'augmentation de I'amplitude des mCPSiIs, elle peut étre expliquée de deux maniéres. La
premiére est un effet des neurostéroides qui vont moduler directement le récepteur et
augmenter la charge inhibitrice. La seconde explication est que l'augmentation de la
probabilité de libération, induite par 'EFX au niveau pré-synaptique, augmente par ce
mécanisme la synchronisation des sites de libération, conduisant & des évenements
synaptiques plus importants en amplitude. Cette hypothese peut étre appuyée par le fait
que l'augmentation d’amplitude des mCPSIs est souvent retrouvée en association avec
l'augmentation de leur fréquence apres I'application d’EFX (cf. Tab. 8). Cependant, les
données obtenues en présence de finastéride indiquent que I'augmentation de I'amplitude

n'est plus présente, alors que 'augmentation fréquence I'est toujours.

Page 177







Conclusion et
perspectives




Conclusion et perspectives

A
DZP | EFX
[ ]
- SYMPTOMES
@) MK-801 DOULOUREUX
= ®
9
=
=
Bicuculline
[ ]
>
Excitation

Figure 41 : lllustration de 'action de la balance excitation/i nhibition dans le BLA

Cet équilibre, ou balance, entre l'inhibition et I'excitation, au sein du BLA fait basculer le contrdle
amygdalien dans une action pro-algique ou une action analgésique. Les résultats in vivo nous
montrent bien que, dans nos conditions de test, il n'y a pas de d’effet intermédiaire ; soit I'animal
présente une douleur, soit il n’en présente pas. Ainsi, on peut assimiler ce type de réponse a un
état bistable, oscillant entre une condition douloureuse pathologique, et une autre physiologique.
Cette représentation graphique reprend ici cette notion de bistabilité. En fonction des niveaux
relatifs d'inhibition et d’excitation, I'animal va présenter ou non des symptomes douloureux. Bien
évidemment ce modele conceptuel est ici simplifié et comprend uniquement nos résultats. Mais les
travaux réalisés sur les autres types de neurotransmissions présentes dans le BLA, ou sur les
neuromodulateurs excitateurs ou inhibiteurs, pourraient étre intégrés dans ce modeéle.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les données que nous avons obtenues indiquent que 'EFX potentialise I'inhibition
GABAergique au sein du complexe basolatéral de I'amygdale. Cette action se traduit
comportementalement par un effet analgésigue dans le cadre d'une douleur
neuropathique. Les résultats des expériences in vivo nous ont appris que I'équilibre entre
I'excitation et l'inhibition au sein du BLA est I'élément clé permettant le contréle de la
douleur par 'amygdale. L’'EFX, par son action, rétablirait cet équilibre, a priori déficitaire
en inhibition dans des conditions neuropathiques, en potentialisant la transmission

synaptique GABAergique.

Cet équilibre, ou balance, entre Il'inhibition et I'excitation, au sein du BLA va
finalement faire basculer le contrble dans une action pro-algigue ou une action
analgésique. Les résultats in vivo nous montrent bien que, dans nos conditions de test, il
n'y a pas de résultat intermédiaire ; soit I'animal présente une douleur, soit il n'en
présente pas. On pourrait assimiler ce type de réponse a un état bistable, oscillant entre
une condition douloureuse pathologique, et une autre physiologique. Des résultats
obtenus précédemment au sein de I'équipe avec I'EFX vont dans le sens de cette
explication. L'utilisation de gammes croissantes d’'EFX a montré que pour une certaine
concentration, I'effet est nul, et pour la concentration suivante, I'effet est tout de suite
maximal (Aouad, communication personnelle). Ce concept de bistabilité est illustré dans
la figure 41. Bien évidemment, il est ici simplifié et comprend uniquement nos résultats.
Néanmoins, les travaux réalisés sur les autres types de neurotransmissions présentes
dans le BLA (e.g. sérotonine, dopamine), ou sur les neuromodulateurs excitateurs ou
inhibiteurs (e.g. CRF, neuropeptides, opioides, ...), pourraient étre intégrés dans cette

représentation.

Les résultats de ma thése ont ainsi permis de montrer I'existence d'un contrdle
tonique amygdalien de la douleur, dans le cadre d’animaux neuropathiques, mais
également de la nociception, chez des animaux sains. Par ailleurs, la place du complexe
basolatéral de I'amygdale, souvent peu prise en compte dans les études sur la douleur, a
été redéfinie. Ce complexe doit étre pris en compte dans le circuit de la douleur et son

réle de pilote du noyau central de 'amygdale ne doit pas étre négligé. Néanmoins, nous
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ne connaissons pas actuellement quelles structures en aval sont impliquées dans Ic
contrdle amygdalien par le BLA. Des enregistrements électrophysiologiques in vivo
pourraient étre effectué dans des structures identifiees comme appartenant aux contréle
nociceptifs descendants (e.g. PAG, RVM, ...etc), tout en réalisant simultanément une
stimulation nociceptive, et une modulation pharmacologique du BLA. Ainsi, il serait
possible de voir comme cette modulation modifie la réponse observée dans les structures
enregistrées. Par ailleurs, le fonctionnement du BLA dans le cadre de la douleur étant
vraisemblablement régi par I'équilibre entre excitation et inhibition, il serait intéressant de
voir si ce modele de fonctionnement s’applique a d’autres comportements régulés par

'amygdale, comme la peur conditionnée ou les phénomeénes anxieux.

Ce travail de these a également permis de confirmer le potentiel analgésique de
I'étifoxine, qui s’effectue via son action neurostéroidogene, passant par sa fixation sur le
TPSO. Cependant, contrairement au DZP, son action est spécifiquement analgésique,
chez des animaux neuropathiques, et non anti-nociceptive, chez des animaux sains.
Cette spécificité pourrait s’expliquer par un accroissement de I'expression du TSPO en
conditions neuropathiques. Il a été montré récemment dans un modéle de douleur
neuropathique chez le rat, une surexpression du TSPO dans la corne dorsale de la moelle
épiniére, du coété ispilatéral a la lésion (Miller et al., 2012). On peut donc imaginer le
méme type de mécanisme dans I'amygdale, et notamment dans le BLA, avec une
expression accrue du TSPO du c6té controlatéral a la Iésion (en raison de la décussation
des fibres ascendantes). Un marquage immunohistochimique couplé a une quantification
par Western Blot permettrait de quantifier la présence du transporteur et de confirmer

cette hypothése.

Il s'agira bien évidemment d’identifier également I'action de 'EFX sur le BLA dans
d'autres modeles de douleurs chroniques, neuropathiques et/ou inflammatoires. Le
potentiel analgésique de I'EFX avait été montré initialement par son injection
intrapéritonéale dans un modéle de douleur neuropathique chimio-induite (Aouad et al.,
2009), ainsi que dans un modéle dinflammation du genou par injection d'adjuvant
complet de Freund (Aouad, communication personnelle). Il serait donc intéressant
d’étudier I'implication du contréle amygdalien dans ce type de douleur, et de voir si 'EFX
produit le méme effet que dans nos travaux. Par ailleurs, I'étude d’Aouad et de ses
collegues, a montré que les injections répétées cumulatives d’EFX durant cing jours
permettent d’obtenir un effet analgésique durable sur les symptémes douloureux (Aouad
et al., 2009). Ce méme type d’injections cumulatives pourrait étre testé dans le BLA.

Enfin, TEFX dispose actuellement d’'une autorisation de mise sur le marché pour son
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action anxiolytique. Récemment, des travaux ont montré que suite a la mise en place
d’'une douleur neuropathique chez l'animal, celui-ci va développer des symptémes
anxieux puis dépressifs dans les 6 & 8 semaines suivantes, et que ces symptdomes vont
perdurer, méme apres suppression de la douleur neuropathique originelle (Yalcin et al.,
2011). L’EFX ayant des propriétés anxiolytique et analgésique, on peut imaginer que son
application dans le BLA puisse empéche lapparition des symptdmes anxieux et

dépressifs.

Enfin pour terminer, ce travail ouvre une nouvelle voie thérapeutique innovante
avec l'utilisation d’une molécule qui ne présente pas ou peu d'effets secondaires et qui
permet de potentialiser la neurostéroidogenése endogene. Néanmoins, en vue d'une
application éventuelle chez I'humain, plusieurs points restent & vérifier. Lorsque I'EFX est
utilisée pour le traitement des troubles anxieux chez I'humain, elle est prise par voie orale.
Si I'on considére que le BLA est une cible potentielle de la molécule, il faudrait doser la
concentration exacte d'EFX atteignant la structure. De plus, son action analgésique étant
dépendante de son effet neurostéroidogéne, il est important de doser la quantité de
neurostéroides produite dans les structures cérébrales apres la prise d’EFX. Nous avons
tenté de réaliser un dosage de la neurostéroidogenése induite dans le BLA aprées
I'application d’EFX mais les limites de détection de nos appareils de mesure ne nous ont
pas permis d’obtenir de résultats fiables. Toutefois, I'étifoxine se liant au TSPO, elle
augmente la production de 'ensemble des stéroides, notamment les hormones produites
au sein des glandes surrénales (i.e. cortisol, catécholamines) ou des gonades (i.e.
hormones sexuelles). Avant d’envisager un développement de I'utilisation de 'EFX en
clinique, notamment de maniére chronique, il s’agira de vérifier son action au niveau de
ces deux structures, et d'en évaluer les conséquences sur le fonctionnement de

I'organisme.
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Résumé

L'amygdale est une structure du systéme nerveux central impliguée dans lintégration des
émotions comme la peur et I'anxiété. Des études ont également montré que I'amygdale peut moduler de
fagon positive ou négative la douleur par le biais des projections de son noyau de sortie, le noyau
central de 'amygdale (CeA), sur les structures impliquées dans les contrdles nociceptifs descendants.
Le complexe basolatéral de I'amygdale (BLA), placé en amont du noyau central, est intimement

connecté a ce dernier et peut ainsi réguler son fonctionnement.

Les données obtenues au cours de ma thése ont montré I'existence d'un contrdle tonique
amygdalien de la nociception et de la douleur. A I'aide d’expériences in vivo d’'injections dans le BLA de
souris saines ou neuropathiques, et de mesure de leurs effets sur la sensibilité mécanique des animaux,
nous avons pu analyser le fonctionnement de ce contréle. Ainsi le blocage de l'inhibition dans le BLA
conduit a un effet pro-nociceptif. Le blocage de I'excitation induit, quant a lui, un effet analgésique
temporaire chez les animaux neuropathiques, et cette méme action est observée aprés la
potentialisation de I'inhibition dans la structure. Ces résultats indiquent que le contr6le de la douleur

effectué par le BLA est dépendant de I'équilibre entre I'excitation et I'inhibition au sein de la structure.

Par ailleurs, nous nous sommes également intéressés a I'étude précise du mode d’action d’'une
molécule anxiolytique non benzodiazépinique, I'étifoxine (EFX), et a son effet sur le comportement
douloureux. Des travaux précédents au laboratoire avaient déja montré le potentiel analgésique de cette
molécule, lorsqu’elle est injectée par voie intrapéritonéale dans un modeéle de douleur neuropathique
chimio-induite. Les résultats des injections d’EFX dans le BLA indiquent qu’elle induit une action
analgésique chez les animaux neuropathiques, mais ne modifie pas les seuils de sensibilité des
animaux sains. Cette action analgésique est dépendante de I'effet indirect neurostéroidogéne de I'EFX.
Ceci, associé au fait que 'EFX ne présente pas ou peu d'effets secondaires, en fait une molécule
particulierement intéressante pour un traitement alternatif des douleurs neuropathiques. Dans une
derniére partie, nous avons cherché a observer les mécanismes en jeu au niveau cellulaire lorsque
FEFX est appliquée sur les neurones du BLA. Pour cela, nous avons utilisé I'approche
électrophysiologique du patch-clamp. Ainsi, nous avons montré que I'EFX potentialise I'inhibition au sein
de la structure, via trois mécanismes indépendants ; 'augmentation de la fréquence des courants post-
synaptiques inhibiteurs miniatures (mCPSIs), 'augmentation de leur amplitude, et 'augmentation de leur
constante de déactivation. Ces deux derniers effets sont dépendants de I'action neurostéroidogene de

'EFX, tandis que I'effet sur la fréquence des mCPSIs est du a I'action de I'EFX sur le récepteur GABA,.

Les résultats de ma thése ont ainsi permis de montrer I'existence d'un contréle tonique
amygdalien de la douleur, dans le cadre d’animaux neuropathiques, mais également de la nociception,
chez des animaux sains. Par ailleurs, la place du complexe basolatéral de I'amygdale, souvent peu
prise en compte dans les études sur la douleur, a été redéfinie. Ce complexe doit étre pris en
considération dans le circuit de la douleur et son r6le de pilote du noyau central de I'amygdale ne doit

pas étre négligé.



