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Un circuit impliqué

dans les démangeaisons
mécaniques identifié

au niveau de la moelle épiniere

Steeve Bourane

> Les informations sensorielles telles que
la douleur, la température, le toucher
et les démangeaisons sont initialement
détectées au niveau de la peau, des
muscles et/ou des organes internes par
les neurones périphériques des gan-
glions rachidiens dorsaux’. €lles sont
transmises a la moelle épiniére ou elles
sont traitées par des réseaux neuro-
naux complexes. Dans la corne dorsale
de la moelle épiniérel; il existe un grand
nombre d’interneurones distincts, exci-
tateurs ou inhibiteurs, qui intégrent et
modulent Iinformation sensorielle avant
sa transmission au cerveau. Les chan-
gements pathologiques affectant ces
réseaux neuronaux peuvent notamment
conduire a des douleurs et démangeai-
sons chroniques qui sont a origine de
problemes cliniques majeurs pour les-
quels peu de thérapies efficaces sont dis-
ponibles. U'étude et la caractérisation de
ces réseaux spinaux® représentent donc
une nécessité pour le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques.

Diversité neuronale au sein de la corne
dorsale de la moelle épiniére

La corne dorsale de la moelle épiniére
contient une multitude de types neuro-
naux distincts organisés en couches ou
laminae. Au cours du développement

! Auniveau de chaque segment de la moelle épiniére nait une
paire de nerfs spinaux, possédant une racine dorsale sensi-
tive et une racine ventrale motrice. Les neurones sensitifs,
dont I"extrémité sensitive se trouve au niveau de la peau par
exemple, véhiculent I'information jusqu’a la corne dorsale
de la moelle épiniére. Leurs corps cellulaires sont regroupés
en un ganglion, situé en dehors de la moelle, au niveau de
la racine dorsale du nerf, appelé ganglion rachidien dorsal.

2 De la moelle épiniére.
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embryonnaire, huit groupes de progéni-
teurs neuronaux, produisant huit types
d’interneurones dorsaux différents, ont
pu étre identifiés par I'expression com-
binatoire de facteurs de transcription.
Les populations neuronales ainsi formées
sont nommées dl (dorsal interneuron) :
dll a dl6, dIL, et dlLg. Ces neurones sont
classiquement divisés en 2 groupes selon
I’expression post-mitotique du facteur
de transcription Lbx1 (Ladybird homeo-
box I) : les dIl & 3 sont Lbx1-négatifs
(=) ; les di4 a 6, dIL, et dlLg sont Lbx1-
positifs (+) [1, 2]. Une fois générés,
les neurones des groupes dl1 a 3 et dlé
migreront ventralement pour former les
couches profondes de la moelle épiniere
alors que les neurones des groupes dl4,
dl5, diL, et dlLg vont migrer dorsalement
pour former les couches superficielles de
la corne dorsale (Figure 14). Les neu-
rones Lbx1l+ des couches superficielles
peuvent de plus étre subdivisés en deux
sous-groupes grdce a I'expression diffé-
rentielle de facteurs de transcription et
la nature excitatrice ou inhibitrice de leur
neurotransmetteur. Ainsi les neurones dl4
et dlL, qui expriment le facteur de trans-
cription Pax2 (paired box 2), produisent
les différents sous-types de neurones
inhibiteurs, alors que les neurones dI5 et
dILg, exprimant les facteurs de transcrip-
tion Lmx1b (LIM homeobox transcription
factor 1-beta) et TIx3 (T-cell leukemia
homeobox 3), donnent naissance aux
différents sous-types de neurones exci-
tateurs de la corne dorsale de la moelle
épiniere (Figure 1B).

Au cours des derniéres années, diverses
approches expérimentales, comme des
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analyses morphologiques, électrophysio-
logiques et immunohistochimiques, ont
été utilisées afin de caractériser ces dif-
férents sous-types d’interneurones dor-
saux. Cependant, aucune classification
claire ’a pu se dégager afin d’établir leur
role fonctionnel. Néanmoins, plusieurs
populations ont pu étre identifiées chez
I"adulte sur la base de I'expression de
neuropeptides et de diverses protéines.
Ainsi certains neuropeptides (comme la
somatostatine, la substance P ou la neu-
rotensine) ou des protéines fixant le cal-
cium (la calbindine et la calrétinine) ont
été identifiés dans des sous-types d’in-
terneurones excitateurs alors que d’autres
(le neuropeptide Y [NPY], la galanine,
la parvalbumine) sont majoritairement
exprimés dans des sous-types de neu-
rones inhibiteurs [3, 4] (Figure 1B).

La génétique intersectionnelle

pour I’étude fonctionnelle

des sous-populations

d’interneurones de la corne dorsale

de la moelle épiniere

Ces différentes classes d’interneu-
rones dorsaux représentent-elles
des populations fonctionnelles dis-
tinctes ? Sont-elles impliquées dans
la formation de circuits spinaux spé-
cifiquement impliqués dans la dou-
leur, le toucher, les démangeaisons ?
Répondre formellement a ces ques-
tions resta longtemps un véritable
challenge du fait de cette diversité
neuronale et du manque d’outils
génétiques permettant, d’une part,
d’analyser les propriétés propres a
chacune de ces sous-populations et,
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Figure 1. Etablissement de
la diversité neuronale au
sein de la corne dorsale de
la moelle épiniére et utili-
sation d’une approche de
génétique intersectionnelle
pour son étude. A. Les neu-
rones de la corne dorsale
de la moelle épiniére sont
générés a partir de huit
groupes distincts d’inter-
neurones au cours du déve-
loppement embryonnaire :
dll a dlé, dILA et dILB.
L'expression post-mito-
tique du facteur de trans-

cription Lbx1l permet de les

diviser en deux groupes : a)
Lbx1-négatif : dIl a dI3 et

STOP

e s e

Mapt
promoteur

Mapt
promoteur

+ b) Lbx1l-positif : dl4 & dl6,

dILA et dILB. Les neurones
des groupes dll a dI3 et
dlé migreront ventralement
O loxP pour former les couches

@ FRT profondes de la moelle épi-
niere alors que les neurones
des groupes dl4, dI5, dILA et
dILB formeront les couches
superficielles. B. Les neu-
rones post-mitotiques
exprimant Lbxl formant

les couches superficielles

peuvent étre ensuite divisés

en deux sous-groupes distincts : les neurones inhibiteurs exprimant le facteur de transcription Pax2 (dI4 et dILA) et les neurones excitateurs expri-

mant les facteurs de transcription Lmx1b et TIx3 (dI5 et dILB). ’expression de neuropeptides, de protéines liant le calcium et d’autres marqueurs

permettent de diviser ces deux groupes en plusieurs sous-types au stade adulte. C. Le croisement entre des souris génétiquement modifiées expri-

mant (i) la Cre recombinase sous le contrdle du géne NPY, (ii) la Flpo recombinase sous le contrdle du géne Lbx1 et (iii) le récepteur a la toxine

diphtérique précédé de deux cassettes STOP (dépendantes de la Cre et la Flpo, Mapt-dsDTR) permet de restreindre I"expression du récepteur aux

sous-types de neurones inhibiteurs de la corne dorsale de la moelle épiniére exprimant a la fois la NPY::Cre et la Lbx1-Flpo. Le systéme de recom-

binaison Flp-FRT est équivalent au systeme Cre-lox, la recombinase Flpo, issue de la levure, ciblant les séquences FRT. dI : dorsal interneuron ;

Lbx1 : Ladybird homeobox 1 ; Pax2 : paired box 2 ; Lmx1b : LIM homeobox transcription factor 1-beta ; TIx3 : T-cell leukemia homeobox 3 ; NPY :

neuropeptide Y ; DYN : dynorphine ; PV : parvalbumine ; SST : somatostatine ; GRP : gastrin releasing peptide ; CR : calrétinine ; DTR : diphtheria

toxin receptor ; Mapt : microtubule-associated protein tau ; FRT : flippase recognition target ; nlsLacZ : nuclear location signal B-galactosidase.

d’autre part, de disséquer les circuits
entremélés au sein de la corne dor-
sale de la moelle épiniere. Grace aux
connaissances acquises sur le déve-
loppement embryonnaire combinées
a I’identification de nouveaux mar-
queurs moléculaires, nous avons déve-
loppé une stratégie dite de « géné-
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tique intersectionnelle® » (Figure 1C)
qui permet de manipuler génétique-
ment la plupart de ces interneurones.
Il est en effet maintenant possible

3 Uintersection de 'expression de différents génes dans une méme
population cellulaire permet, grdce a utilisation de souris géné-
tiqguement modifiées exprimant différentes recombinases sous le
contrdle de ces genes, de les cibler spécifiquement.

de spécifiquement les visualiser, les
éliminer, les activer, les rendre fonc-
tionnellement silencieux ou encore de
déterminer leur connectivité. Lutili-
sation de ce type d’approche a permis
récemment d’identifier, au sein de la
corne dorsale de la moelle épiniere, un
circuit neuronal spécifiquement impli-



qué dans le controle des démangeai-
sons induites par des stimuli méca-
niques légers, non douloureux [5].

Les interneurones exprimant

le neuropeptide NPY

Afin de caractériser les fonctions des inter-
neurones Lbx1+/NPY+ des couches super-
ficielles de la moelle épiniére, nous avons
utilisé des animaux transgéniques qui expri-
ment la Cre recombinase* sous le contrdle
du promoteur du géne NPY (NPY:Cre). €n
les croisant avec une souris reportrice, nous
avons observé que les neurones Cre+ sont
majoritairement localisés dans les couches
[11/IV de la corne dorsale de la moelle épi-
niere, et confirmé qu’ils sont principale-
ment de type inhibiteur. Nous les avons
ensuite sélectivement ciblés en y exprimant
le récepteur pour la toxine diphtérique, puis
spécifiquement éliminés au stade adulte en
injectant la toxine aux souris. De maniére
frappante, deux semaines apres I'ablation
des neurones NPY::Cre+ au niveau de la
corne dorsale de la moelle épinieére, les sou-
ris développent des démangeaisons chro-
niques, avec comme conséquence visible,
I'apparition de plaies au niveau de leur
pelage.

Il existe deux grands types de déman-
geaisons : celles induites par des stimuli
mécaniques légers (comme la présence de
fibres de laine d’un pullover ou le dépla-
cement d’un insecte sur notre peau) et
celles induites chimiquement (suite & une
piglre de moustique ou lors de réactions
allergiques). Chez les animaux dépour-
vus d’interneurones NPY+ soumis, avant
I"apparition de leur symptomes, soit a une
stimulation chimique (injection d’agents
chimiques irritants dans la peau) soit a
une stimulation mécanique (utilisation
d’une sonde mécanique délivrant une sti-
mulation tactile au niveau du pelage), une
nette augmentation de la fréquence des
démangeaisons, chez les souris transgé-

4 Le systeme de recombinaison Cre-lox utilise I"enzyme
recombinase Cre, une tyrosine recombinase issue du bacté-
riophage P1, afin de cibler des séquences loxP (également
issues du bactériophage P1), permettant ainsi d’activer,
réprimer, voire méme échanger, les génes situés entre les
séquences lox.
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niques par rapport aux souris contrdles,
n’est observée que dans le second cas,
suggérant que la population d’interneu-
rones NPY+ est impliquée dans un circuit
neuronal controlant spécifiquement les
démangeaisons mécaniques. Ces résultats
ont été confirmés en utilisant une autre
stratégie permettant, non pas d’élimi-
ner les neurones NPY::Cre+, mais de les
rendre transitoirement fonctionnellement
silencieux. Les souris dépourvues d’in-
terneurones NPY::Cre+ ne présentent pas
de défaut majeur dans leur réponse aux
stimulus douloureux, qu’ils soient d’ori-
gine mécanique, chimique ou thermique.
Il existe donc des circuits spécifiques au
niveau de la corne dorsale de la moelle
épiniere, les interneurones NPY+ partici-
pant au circuit contrdlant les démangeai-
sons mécaniques mais pas a celui contro-
lant les douleurs mécaniques, qui est, lui,
constitué d’interneurones dorsaux expri-
mant le peptide opioide dynorphine [6].

Différents circuits spinaux sont
impliqués pour les démangeaisons
chimiques et mécaniques

Afin de déterminer si, plus généralement,
le circuit spinal controlant les démangeai-
sons mécaniques utilisait les mémes voies
neuronales que celles intervenant dans le
contrdle des démangeaisons chimiques, les
souris dépourvues de neurones NPY::Cre+
ont été traitées avec des agents antihista-
miniques qui apaisent les démangeaisons
chimiques. Dans ce cas, aucune dimi-
nution significative de la fréquence des
démangeaisons induites mécaniquement
n’est observée. Le circuit des démangeai-
sons mécaniques ne dépend donc pas des
histamines, conformément a ce qui avait
été suggéré chez I’lhomme [7]. Une popu-
lation d’interneurones dorsaux exprimant
GRPR, le récepteur au GRP (gastrin-relea-
sing peptide), a récemment été identifiée

comme intervenant

(=) Voir la Synthése
de L. Misery, m/s

n° 12, décembre 2014,
page 1123

dans le controle
spinal des déman-
geaisons chimiques
[8-10] ().

€n utilisant un antagoniste de GRPR, ou
en éliminant les interneurones GRPR+

chez nos animaux dépourvus de neu-
rones NPY+, aucune diminution des
démangeaisons induites mécanique-
ment n’a été observée. U'ensemble de
ces données indique donc que les infor-
mations sensorielles activant les circuits
neuronaux impliquant les interneurones
NPY+ et controlant les démangeaisons
mécaniques, transitent vers le cerveau
par des voies différentes de celles acti-
vées pour induire les démangeaisons
chimiques.

Mécanisme d’inhibition

des démangeaisons mécaniques

La caractérisation des interneurones
NPY+ et plus généralement du circuit
spinal contr6lant les démangeaisons
mécaniques, a été entreprise grdce a
Pinjection de traceurs trans-synaptiques®
dans la peau, pour identifier les neurones
sensoriels des ganglions rachidiens dor-
saux qui les connectent. Les résultats
obtenus montrent que les neurones inhi-
biteurs exprimant NPY::Cre+ recoivent
majoritairement des projections senso-
rielles provenant des neurones mécano-
récepteurs innervant spécifiquement la
peau velue. Par une analyse comparative
in vivo de I'activité électrique au sein de
la corne dorsale de la moelle épiniere
chez des souris contrdles et des souris
dépourvues de neurones NPY::Cre+, une
activité spinale aberrante suite a une
stimulation mécanique légére au niveau
de la peau velue mais pas de la peau
glabre, a pu étre mise en évidence chez
les animaux transgéniques. De plus, une
stimulation mécanique douloureuse (par
pincement) au niveau de la peau - velue
ou glabre - ne provoque pas de chan-
gement significatif de Iactivité spinale
chez les souris dépourvues de neurones
NPY::Cre+, confirmant ainsi nos résultats
comportementaux. Ces données révelent
ainsi que les interneurones NPY+ jouent
un role spécifique dans le traitement

5 Traceurs neuroanatomiques passant les synapses neuro-
nales, permettant d’identifier par marquage les neurones
connectés a ceux dans lesquels ils sont injectés.
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Figure 2. Différents circuits
pour les démangeaisons
mécaniques et chimiques.
Représentation schéma-
tique simplifiée des diffé-
rents circuits spinaux de la
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des mécanorécepteurs de
bas seuil peut induire une

forme de démangeaison
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dite mécanique. L'absence
des neurones inhibiteurs
exprimant NPY::Cre au
niveau de la corne dor-
sale de la moelle épiniére
entraine la désinhibition de
neurones excitateurs non

identifiés (?) et I"appari-

tion de démangeaisons mécaniques chroniques. Les démangeaisons dues aux irritants chimiques sont induites par 'activation des neurones

périphériques pruritocepteurs. Elles transitent au niveau spinal par les neurones excitateurs exprimant le récepteur GRPR, son ligand GRP et le

récepteur NPRA. Ces démangeaisons sont contrdlées par les neurones inhibiteurs exprimant le facteur de transcription Bhlhb5 via I'activation

de neurones nocicepteurs. Ces deux formes de démangeaisons sont transmises au cerveau via des neurones de projection spinale (NPS). GRPR :

gastrin releasing peptide receptor ; GRP : gastrin releasing peptide ; NPRA : natriuretic peptide receptor-A.

des informations sensorielles du toucher
léger émanant de la peau velue.

Conclusions et perspectives

Ces résultats, ainsi que d’autres travaux
récents, mettent en évidence I’exis-
tence d’au moins deux circuits distincts
impliqués dans le controle des déman-
geaisons au niveau de la corne dorsale
de la moelle épiniére (Figure 2). Les
interneurones inhibiteurs NPY::Cre+ sont
spécifiquement requis pour le contrdle
des démangeaisons induites par des
stimuli mécaniques [5], alors que
celles induites par les agents chimiques
irritants seraient contrdlées par les
interneurones inhibiteurs Bhlhb5(basic
helix-loop-helix domain containing,
class B, 5)-dépendants [11]. Uidenti-
fication de ce nouveau circuit souligne
I"importance du contrdle fin au niveau
spinal des informations sensorielles
du toucher léger émanant de la peau
velue, en particulier pour la sensation
de démangeaison et de ses pathologies
associées. Plusieurs questions restent
cependant encore en suspens, telles que
I’identité précise des neurones exci-
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tateurs impliqués dans la transmis-
sion des démangeaisons mécaniques
ainsi que celle des neurones sensoriels
responsables de ces démangeaisons.
Dans I'avenir, I’élucidation des diffé-
rents composants de ce circuit devrait
conduire a une meilleure compréhension
des circuits de la démangeaison et cer-
tainement permettre le développement
de nouvelles thérapies dans le traite-
ment des démangeaisons chroniques.
Ces résultats illustrent donc la grande
complexité et la diversité des réseaux
neuronaux au sein de la corne dorsale
de la moelle épiniére, dans laquelle dif-
férents sous-groupes d’interneurones
sont spécifiquement requis pour le trai-
tement, Iintégration et la modulation
des différentes informations senso-
rielles provenant de la périphérie. ¢

A subpopulation of interneurons
in the dorsal spinal cord involved
in mechanical itch
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