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qRT-PCR Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

RA Rapidly Adapting 

SA Slowly Adapting 

SAGE Serial analysis of gene expression 

siRNA Small Interfering Ribonucleic Acid 

Slc12 Solute-Linked Carrier 12 

SNC Système nerveux central 
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SNP Système nerveux périphérique 

SNI Spared Nerve injury 

SOCS Suppressor Of Cytokines Signalling 

SPAK Ste-20 related Proline-Alanine rich Kinase 

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

Trk tropomyosin-Related Kinase 

TRP Transient Receptor Potential 

WNK With No Lysine Kinase 
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AVANT PROPOS 

La perception de l’environnement est un facteur de survie pour l’individu. Elle régit 

nos décisions et nos actions, allant de la simple sensation de chaud/froid, à la fuite devant le 

danger. Cette perception est permise par le système somatosensoriel. On distingue trois types 

d’informations : les extéroceptives, captée par la peau, les proprioceptives, par le muscle et les 

intéroceptives, venant de l’intérieur de l’organisme, des viscères. Les mécanismes étant 

différents au niveau des viscères et les informations perçues, bien souvent inconscientes, 

l’introduction ne portera que sur l’extéroception et la proprioception. La première permet à 

l’organisme de ressentir des stimuli tels que la variation de température, le toucher et la 

pression exercés sur la peau, qu’ils soient douloureux ou non. La proprioception, quant à elle, 

est la capacité à ressentir le niveau de contraction des muscles et l’orientation spatiale de nos 

membres. En résumé, elle rend compte de la position du corps dans l’espace. L’ensemble de 

ces informations est capté par les afférences neuronales issues des ganglions rachidiens 

dorsaux (GRD). Situés de part et d’autre de la moelle épinière, au niveau dorsal, les GRD 

contiennent les corps cellulaires des neurones sensitifs, mais également des cellules gliales 

satellites, des vaisseaux sanguins, des fibroblastes et des cellules du système immunitaire. On 

distingue différentes populations de neurones au sein du GRD, en fonction des informations 

qu’ils perçoivent et de leur mode de fonctionnement. Ils émettent leurs prolongements vers la 

périphérie via les nerfs. Une fois l’information captée par les neurones, elle est transformée en 

activité électrique et transite jusqu’à la moelle épinière, voire directement dans le tronc 

cérébral, pour une intégration finale par le cerveau.  

Les aléas de la vie font parfois subir à l’organisme des lésions de ces nerfs, à l’origine 

de défauts de captation de l’information, mais également de douleurs. Dans l’optique de 

traiter, de soigner, ou même tout simplement d’améliorer la vie de ces individus, il est 

nécessaire de comprendre les mécanismes sous-jacents au fonctionnement normal de ces 

neurones, mais également ceux mis en jeu au cours de l’ébauche de réparation post-

lésionnelle. 

Ma petite contribution à cette lutte scientifique s’est faite par l’étude de l’homéostasie 

chlorure (HC) des neurones sensitifs. L’HC intervient notamment dans le contrôle de 

l’activité électrique neuronale par le GABA (acide �-amino-butyrique), principal 

neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central chez l’adulte. Elle est liée à une 

régulation fine des concentrations intra- et extracellulaires en ions chlorure par différents 
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canaux, pompes et autres co-transporteurs. Ce n’est pas un paramètre fixe au cours du temps ; 

certains évènements, physiologiques, tel que le développement, ou pathologiques, telle que la 

lésion, peuvent la modifier. Le but de mon travail a été de comprendre, ou tout du moins de 

donner quelques pistes quant aux mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu pour 

réguler l’HC au cours du développement et chez l’adulte. 
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INTRODUCTION GENERALE 
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I. Le système somatosensoriel

Le système somatosensoriel permet à l’organisme d’acquérir une perception 

corporelle, ou somesthésie, via les stimulations de l’environnement. Les modalités 

sensorielles définissent les contours physiques de l’individu. La somesthésie regroupe 

différentes sensations telles que le toucher, les sensations de froid et de chaud, la 

proprioception, la douleur. Les neurones responsables de la perception des stimuli 

environnementaux sont appelés neurones sensitifs. Ces neurones projettent en périphérie pour 

capter l’information sensorielle et la transmettent à la moelle épinière, premier relai vers les 

centres supérieurs où l’information est traitée et la réponse, adaptée. L’ensemble des données 

fournies par le système somatosensoriel permet la représentation de son corps par un individu 

dans son environnement et donne lieu à une représentation schématique, décrite par Penfield 

et Rasmussen en 1950 (Penfield and Rasmussen, 1950) (Figure 1). 

Figure 1 : Homonculus somatosensoriel décrit par Penfield et Rasmussen en 1950. Ils y présentent la 

représentation corticale des différentes régions du corps en fonction de leur niveau de sensibilité (Penfield 

and Rasmussen, 1950) 
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A. Organisation morphologique du système nerveux périphérique

1. Le nerf périphérique

Figure 2 : Anatomie d'un nerf périphérique 

Les nerfs périphériques (ou nerfs rachidiens ou spinaux) sont les nerfs qui émergent de 

la moelle épinière. Les nerfs spinaux sont formés par la réunion de deux racines rachidiennes, 

l'une dorsale sensitive, faisant remonter les informations des récepteurs sensoriels vers le 

système nerveux central (SNC), et l'autre ventrale motrice, permettant la commande motrice 

du système nerveux central vers les effecteurs (principalement des muscles, mais également 

des glandes). Il s'agit donc d'une voie nerveuse mixte (sensitive et motrice). Sur le trajet de la 

racine dorsale, on retrouve les corps cellulaires des neurones sensoriels, regroupés dans un 

renflement, le ganglion rachidien dorsal (GRD) (Figure 4). Les nerfs spinaux émergent de la 

colonne vertébrale, entre chaque vertèbre par le foramen intervertébral (ou trou de 

conjugaison), puis rejoignent les fibres motrices pour former le nerf périphérique. 

Le nerf périphérique est composé d'un assemblage très particulier de prolongements 

axonaux. Plusieurs fibres nerveuses s'associent en fascicules par le biais d'un tissu conjonctif 

nommé endonèvre (tissu conjonctif lâche contenant de nombreuses microfibrilles de 

collagène). Plusieurs fascicules sont regroupés dans un autre tissu, le périnèvre (constitué 

d'une dizaine de cellules aplaties revêtues par une lame basale), formant ainsi un "groupe de 

fascicules". Enfin, plusieurs "groupes de fascicules" s'associent par le biais de l'épinèvre (tissu 
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conjonctif dense contenant des adipocytes et des vaisseaux sanguins), faisant du nerf une 

unité anatomique (Figure 2). 

Parmi les fibres sensorielles, on distingue plusieurs types classés selon leur fonction, 

leur taille, leur niveau de myélinisation, leur vitesse de conduction et leurs lieux de 

projections centrale et périphérique (Figure 3 et Figure 4): 

- Les fibres A� ou groupe I, fortement myélinisées et ayant une vitesse de conduction 

élevée (80-120m/s) 

- Les fibres A� ou groupe II, présentant un niveau de myélinisation et une vitesse de 

conduction moyens (35-75m/s) 

- Les fibres A� ou groupe III, présentant un niveau de myélinisation et une vitesse de 

conduction faibles (5-30m/s) 

- Les fibres C ou groupe IV, non myélinisées et à conduction lente (0.5-2m/s)  

Figure 3 : Classification des fibres sensorielles et caractéristiques respectives (inspiré de (Bear et al., 2001) 

2. Le ganglion rachidien dorsal

Les ganglions rachidiens dorsaux (GRD), situés de part et d’autre de la moelle 

épinière, au niveau dorsal, contiennent les somas des neurones sensoriels, ou neurones 

sensitifs primaires, qui sont des neurones pseudo-unipolaires en T (Figure 4). Ils émettent des 
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axones vers la périphérie, où des récepteurs spécialisés, les extéro-récepteurs pour la peau et 

les proprio-récepteurs pour le muscle (et les intéro-récepteurs pour les viscères), vont capter 

les informations environnantes qui sont ensuite véhiculées, via les axones centraux, vers la 

corne dorsale de la moelle épinière. 

Figure 4 : Schématisation d'un segment de moelle épinière avec son ganglion rachidien dorsal. Les fibres 

sensorielles projettent dans la corne dorsale de la moelle épinière au niveau des Lamina I à VII et dans la 

corne ventrale. 

B. Diversité et fonction des neurones de ganglions rachidiens 

dorsaux

Une des difficultés rencontrées dans l’étude des GRD est l’hétérogénéité de fonctions, 

de morphologies, de caractéristiques biochimiques et électrophysiologiques des neurones qui 

les composent. Par conséquent, de nombreux critères d’identification sont possibles, ce qui 

rend l’analyse d’autant plus difficile. 

Une théorie, développée au 19
ème

 siècle est celle de la spécificité sensorielle. Charles 

Bell, en 1811, soutient que chaque organe périphérique ne peut véhiculer qu’un seul type 

d’information jusqu’au système nerveux central. Puis Johannes Müller, en 1837, avance que 

les nerfs afférents ne sont capables de véhiculer qu’un seul type d’information. Trois types de 

populations différentes se partageraient l’ensemble des sensations de la périphérie. La 
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classification d’appartenance à une population est basée sur la taille du soma de ces neurones 

sensoriels. Les neurones de petit diamètre (<30�m) sont dits nociceptifs, les neurones de 

diamètre compris entre 30 et 45�m sont dits mécanoceptifs et enfin ceux d’un diamètre 

supérieur à 45�m sont dits proprioceptifs (Figure 4). Aux vues des avancées de la science, 

nous savons aujourd’hui que cette théorie n’est pas en accord avec la réalité. D’une part, 

certains neurones de grand diamètre peuvent participer à la nociception. D’autre part, nous 

savons qu’un même neurone peut être activé par différentes modalités sensorielles (Leem et 

al., 1993). En fait, selon de récentes études, un grand nombre de neurones de ganglions 

rachidiens dorsaux seraient « polymodaux » (Belmonte and Viana, 2008). Bien 

qu’aujourd’hui le découpage des neurones en fonction de leur diamètre somatique reste 

encore d’actualité car facile à mesurer, il existe maintenant différentes caractérisations plus 

précises, basées sur des critères fonctionnels et moléculaires (pour revue : (Basbaum et al., 

2009; Lumpkin et al., 2010). 

1. Les différentes modalités sensorielles

a) La mécano-sensation

Ce terme désigne la propriété de détecter des stimulations de type mécanique. Les 

canaux ioniques mécanosensibles interviennent dans différentes modalités comme le toucher, 

l’ouïe, l’osmorégulation… Quoique n’intervenant pas uniquement dans la mécano-sensation, 

les canaux de type TRP (Transient Receptor Potential) semblent être des acteurs de cette 

détection. Bien que nous ne sachions pas encore s’il s’agit d’une activation directe ou non, ils 

permettent de convertir des stimuli mécaniques en influx électrique (pour revue : (Christensen 

and Corey, 2007). Chez les mammifères, nous connaissons à l’heure actuelle une trentaine de 

canaux de type TRP, divisés en sept sous-familles. Il existe cependant d’autres canaux jouant 

un rôle dans la mécanosensation tels que les canaux ASIC (Acid Sensing Ion Channels), les 

canaux P2X (Purinergic receptors) et quelques canaux potassiques.  

Les informations de type mécanique véhiculées par les neurones de GRD peuvent être 

décelées au niveau de la peau mais également plus en profondeur, au niveau des viscères. Les 

mécanismes impliqués étant différents de ceux de la peau, ils ne seront pas traités dans cette 

introduction. 
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Des études in vivo de fibres sensorielles dans des modèles animaux ainsi que chez 

l’humain ont montré que les afférences de la peau véhiculent deux types d’informations : la 

mécanoception et la mécano-nociception (pour revue : (Lewin and Moshourab, 2004)). 

� La mécanoception est permise par les mécano-récepteurs à bas seuil. Non douloureuse 

dans des conditions physiologiques normales, elle rend compte du toucher et des 

mouvements des poils sur la peau. Ces neurones, d’un diamètre compris entre 30 et 40�m, 

possèdent des fibres peu myélinisées de type A�. Ce sont des fibres de gros calibre 

myélinisées avec une vitesse de conduction élevée (35-75m/s) (Figure 3). Ils projettent dans 

la moelle épinière au niveau des lamina III et IV (Figure 4) et présentent des terminaisons 

périphériques spécialisées tels que les disques de Merkel, les corpuscules de Meissner, les 

corpuscules de Pacini, les corpuscules de Ruffini (Figure 5 et Figure 6).  

Figure 5 : Dessin représentant l'innervation de la peau par les mécanorécepteurs (Inspiré de (Bear et al., 

2001) 

D’un point de vue moléculaire, ces neurones sont caractérisés par l’expression à leur 

membrane du récepteur TrkB (Tropomyosin-related kinase B), récepteur à haute affinité des 

neurotrophines BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) et NT4 (Neurotrophin 4). 

Au niveau électrophysiologique, les mécanorécepteurs peuvent être séparés en 2 

groupes en fonction de leur vitesse d’adaptation à un stimulus persistant. On distingue ainsi 

les neurones à adaptation lente (SA ou Slowly Adapting) déchargeant pendant toute la durée 

du stimulus et les neurones à adaptation rapide (RA ou Rapidly Adapting) déchargeant 

brièvement au début et à la fin d’un stimulus de force constante.  
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Parmi les mécanocepteurs, on distingue une autre catégorie de neurones caractérisés 

par des fibres peu myélinisées de type A� et extrêmement sensibles aux stimuli mécaniques. 

Ce sont les neurones D-Hair (Down-Hair). Ces neurones ont pour cible périphérique le 

follicule pileux (Dubreuil et al., 2004). 

� La mécano-nociception, dont le but est d’alarmer l’individu de la présence d’un risque 

de détérioration tissulaire est perçue de façon consciente et douloureuse. Cette information 

est captée par les mécanorécepteurs à haut seuil d’activation possédant des terminaisons dites 

“libres“ et des fibres peu ou non myélinisées de type A� et C à faible vitesse de conduction 

(respectivement 5-30m/s et 0.5-2m/s) (Figure 3 et Figure 6). En raison de leur vitesse de 

conduction, ce sont les fibres responsables de la première douleur suite à une stimulation 

nociceptive ainsi que du reflexe de retrait pour se soustraire à la source de nociception. Au 

niveau de la moelle epinière, ces neurones projettent dans les Lamina I et III (Figure 4). 

Exprimant les récepteurs TrkA et Ret, ils sont sous la dépendance des neurotrophines NGF 

(Nerve Growth Factor) et GDNF (Glial-cell Derived Neurotrophic Factors). 

Figure 6 : Représentation schématique des terminaisons centrales et périphériques des neurones de la 

mécanoception (bleu) et de la mécano-nociception (rouge)  

b) La thermosensation

La thermosensation est la propriété des neurones à fournir des informations sur les 

variations de température. Tout comme la mécanosensation, la thermosensation peut être de 

deux types : la thermoception et la thermo-nociception. L’information transmise peut être 

consciente (température d’un objet ou de la peau) ou inconsciente (thermorégulation du 
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corps). L’étude des canaux TRP, dont nous avons parlé précédemment, a permis de faire 

avancer les connaissances sur la thermosensation (Figure 7). En effet, ils jouent non 

seulement un rôle dans la mécanosensation, mais ce sont également des thermosenseurs. Le 

premier canal découvert et mis en évidence dans la détection de la chaleur et de molécules 

irritantes est le canal TRPV1, perméable au Ca
2+

 et non sélectif aux cations et exprimé par 

une sous-population de neurones sensoriels nociceptifs (Caterina et al., 1997). Ce canal est 

capable de lier la capsaicine (composé actif du piment responsable de l’effet “piquant“ de 

celui-ci) et de répondre à des températures douloureuses supérieures à 43°C, expliquant la 

sensation de chaleur intense lorsque l’on mange du piment. D’autres canaux de la famille des 

TRP ont été mis en évidence dans la détection de différentes températures. On trouve 

notamment le canal TRPM8 réagissant au menthol et à des températures froides non 

douloureuses (Peier et al., 2002), le canal TRPA1 (ANKTM1), à des températures 

douloureuses inférieures à 17°C (Story et al., 2003) et le canal TRPV2 (ou VRL1, Vanilloid 

Receptor-Like Protein 1) sensible à des températures supérieures à 52°C (Caterina et al., 

1999). 

Figure 7 : Gammes de températures et composés chimiques activant les canaux TRP 



25

Les neurones présentant ces récepteurs canaux appartiennent à des populations de 

neurones dits nociceptifs exprimant également les récepteurs au neurotrophines TrkA et Ret. 

Néanmoins, une sous-population de ces neurones TrkA
+
 semble ne pas être nociceptive. Ils 

sont activés par des températures non nocives et expriment TRPM8, TRPV3 et TRPV4 (Leem 

et al., 1993). 

c) La proprioception

Cette faculté nous permet de connaître la position de notre corps dans l’espace. Avec 

l’oreille interne (vestibule) et la vision, elle permet l’équilibre et la gestion de nos 

mouvements. Les neurones proprioceptifs innervent les muscles et les tendons via des fibres 

de type A� et A�, myélinisées et de gros calibre à vitesse de conduction élevée (<35m/s) 

(Figure 3). On distingue deux types d’afférences selon qu’elles innervent les fuseaux 

neuromusculaires (type Ia et II) ou les organes de Golgi (type Ib). Les organes tendineux de 

Golgi sont situés aux jonctions myo-tendineuses et sont sensibles à des variations de tension. 

Les fuseaux neuromusculaires sont répartis dans le muscle et sont sensibles aux variations de 

longueur (Figure 8). Dans la moelle épinière, les neurones proprioceptifs projettent au niveau 

de la couche X pour contacter les motoneurones. Ils emettent également des collatérales qui 

font synapse sur des interneurones dans les couches VI et VII (Figure 4) et des collatérales 

ascendendantes et descendantes, projetant sur les étages voisins et vers les centres nerveux 

supérieurs. Une partie des propriocepteurs adopte la voie dite « Lemniscale », à l’instar des 

mécanorecepteurs, pour permettre la sensibilité proprioceptive consciente. L’autre partie, 

responsable de la proprioception inconsciente, adopte la voie dite « Spino-cerebelleuse » 

(Pour revue : Bear et al., 2001). 
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Figure 8 : Schéma de l'innervation des fuseaux neuromusculaires et de l'organe tendineux de Golgi par les 

afférences proprioceptives Ia et Ib 

D’un point de vue moléculaire, les neurones proprioceptifs sont sous la dépendance de 

la neurotrophine 3 (NT3) en raison de l’expression à leur membrane du récepteur à haute 

affinité TrkC. 

d) La nociception

La nociception est la détection par l’organisme d’un stimulus susceptible de porter 

atteinte à son intégrité. Cette perception est permise par les nocicepteurs. Déjà en 1906, 

Sherrington proposait l’existence de neurones activables par des stimuli capables de causer 

des lésions tissulaires. On distingue deux types de douleurs selon leur vitesse d’apparition, la 

douleur rapide et aigüe, et la douleur tardive plus diffuse et arrivant juste après la première 

(Figure 9). Le temps de latence entre les deux peut être expliqué par les vitesses de 

propagation différentes au sein des nocicepteurs A� et C (Figure 3 p19) (Field, 1987). 
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Figure 9 : Schématisation des douleurs ressenties en fonction des vitesses de conduction des fibres 

sensitives (adapté de (Field, 1987) 

Comme nous l’avons vu précédemment, les thermo-nocicepteurs et les mécano-

nocicepteurs réagissent respectivement aux stimuli thermiques et mécaniques intenses. Il 

existe néanmoins d’autres types de nocicepteurs, répondant à différents stimuli douloureux 

(coupure, produits chimiques, pincements…), et générant diverses sensations douloureuses 

(picotements, brûlures, démangeaisons…).  

La majorité des neurones nociceptifs possèdent des fibres de type A� et C projetant 

dans les lamina I et II de la moelle épinière (Figure 4 p20). Bien que tous expriment au cours 

du développement embryonnaire le récepteur TrkA, récepteur à haute affinité au NGF (Nerve 

Growth Factor), ils se séparent ensuite en deux classes distinctes au cours de la neurogénèse, 

pour donner les nocicepteurs peptidergiques et les nocicepteurs non-peptidergiques 

(Marmigere and Ernfors, 2007). En effet, au cours de la période post-natale, environ 50% des 

nocicepteurs arrêtent d’exprimer le récepteurs TrkA et se mettent à exprimer Ret, récepteur 

tyrosine-kinase couplé au récepteur au GDNF (Glial-Derived Neurotrophic Factor). Ces 

neurones, exprimant le récepteur purinergique P2X3 et fixant l’isolectine B4 (IB4) à leur 

membrane grâce à l’expression de protéoglycans spécifiques, deviennent alors non-

peptidergiques, à l’inverse des neurones continuant à exprimer TrkA, qui deviennent eux des 

neurones peptidergiques. En effet, cette population de nocicepteurs synthétise des molécules 

spécifiques telles que le CGRP (Calcitonin Gene Related Peptide) et la substance P. Ces 

peptides jouent un rôle dans la neurotransmission au niveau de la corne dorsale de la moelle 

épinière mais aussi en périphérie (vasodilatation, perméabilité…). A l’inverse des neurones 
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non-peptidergiques, la plupart des neurones peptidergiques ne fixent pas l’IB4 à leur 

membrane.  

Les neurones nociceptifs n’interviennent pas uniquement dans la douleur aigüe, mais 

également dans la douleur persistante dans des conditions pathologiques. Ce mécanisme est 

appelé « allodynie ». Il résulte de deux mécanismes : une sensibilisation centrale dans laquelle 

on observe une augmentation de la réponse des neurones de la douleur situés dans la moelle 

épinière, ou une sensibilisation périphérique, liée à un abaissement du seuil d’activation des 

nocicepteurs. Dans la sensibilisation centrale, la douleur est produite par une augmentation 

anormale, spontanée et/ou évoquée de l’activité des neurones nociceptifs du SNC. Une 

sensibilisation périphérique se produit lorsque les terminaisons nociceptives se retrouvent 

exposées aux substances libérées par une lésion ou une inflammation, également appelées 

« soupe inflammatoire ». Parmi ces molécules, on trouve les protons, l’acide arachidonique, la 

sérotonine, la bradykinine, les nucléotides et le NGF, qui vont interagir avec les canaux 

ioniques et les récepteurs des terminaisons nerveuses. 

2. Les marqueurs moléculaires

Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, il est possible de classer les 

neurones sensoriels en fonction du type d’information détectée dans l’environnement. 

Néanmoins, ceci n’est pas suffisant pour aborder toute la complexité du système. Afin de 

mieux comprendre le système somatosensoriel, il est nécessaire de s’intéresser aux différents 

marqueurs moléculaires de ces neurones, permettant d’une part une caractérisation plus 

précise de ces derniers, mais également une meilleure compréhension de ce que l’on appelle 

la « pluri-modalité sensorielle ». 

a) Les récepteurs aux neurotrophines

Les neurotrophines, libérées par les cibles périphériques, sont responsables, non 

seulement de la survie, du développement et du maintien de neurones, mais également de la 

plasticité et de la transmission synaptique. Elles ont un effet trophique sur les populations 

neuronales. Dans les neurones sensoriels, deux familles de neurotrophines interviennent : la 

famille des NGF (Nerve Growth Factor) et celle des GDNF (Glial-Derived Neurotrophic 

Factor). La famille des NGF, ou neurotrophines (NT), comprend le NGF lui-même, le BDNF 

(Brain-Derived Neurotrophic Factor), la NT-3 (Neurotrophin-3) et la NT-4. Elles se fixent 
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sur un récepteur à haute affinité appelé Trk (Tropomyosin-related kinases) (TrkA pour le 

NGF, TrkB pour le BDNF et la NT-4 et TrkC pour la NT-3) dont elles activent la 

phosphorylation. La famille des GDNF comprend la neurturine, l’artemine et la persephine, se 

fixant sur un récepteur commun, résultats d’une hétéro-dimérisation du récepteur GFR�

(GDNF Family Receptor) et du récepteur tyrosine-kinase Ret. 

Les récepteurs aux neurotrophines sont les marqueurs les plus utilisés pour caractériser 

les grandes populations de neurones sensoriels. Cette classification fait donc apparaître quatre 

populations de neurones sensoriels primaires au sein du GRD : les neurones TrkA
+
, TrkB

+
, 

TrkC
+
 et Ret

+
 (voir paragraphe �I.B.1). Selon certaines études, il existerait néanmoins une 

cinquième population de neurones, représentant 3% du ganglion rachidien dorsal, n’exprimant 

aucun de ces récepteurs (Kashiba et al., 2003). 

Bien que représentative des différentes sous-populations de neurones sensoriels, cette 

classification ne prend pas en compte le fait qu’un certain nombre de neurones expriment 

plusieurs récepteurs en même temps (Kashiba et al., 2003).  

b) Les canaux ioniques

Cette liste est bien sûr loin d’être exhaustive, mais voici quelques exemples de canaux 

pouvant permettre une classification de certaines populations de neurones : 

- Les canaux sodiques sensibles au voltage de type Nav1.8 et Nav1.9 (résistants à la 

tétrodotoxine) sont principalement retrouvés dans les neurones nociceptifs et thermoceptifs de 

petit diamètre (Benn et al., 2001; Fang et al., 2006). 

- Les canaux calciques à haut seuil d’activation ou HVA (High Voltage Activated 

Current) et ceux à bas seuil d’activations ou LVA (Low Voltage Activated Current), 

également appelé courant de type T (Transient current, en raison de sa rapide inactivation) ou 

Cav3.x. Dans les neurones de ganglions rachidiens dorsaux, parmi les canaux LVA, on 

retrouve les canaux Cav3.1, 3.2 et 3.3. Ils sont situés plus particulièrement dans les neurones 

de petit et moyen diamètres, impliqués dans la transmission de la douleur (Bourinet et al., 

2005; Jevtovic-Todorovic and Todorovic, 2006; Todorovic and Jevtovic-Todorovic, 2006). 

Notre équipe a également travaillé sur le rôle du canal Cav3.2 exprimé dans une population de 

neurones somatosensoriels mécanoceptifs appelée D-Hair (Figure 10). Ces neurones innervent 

le follicule pileux de la peau et dépendent de l’expression de la NT-4 (Dubreuil et al., 2004). 

Dans ces neurones, le courant calcique LVA, caractérisé par sa grande amplitude, est 

nécessaire à l’activité mécanoceptive (Shin et al., 2003). 
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Figure 10 : Morphologie en rosette et courants calciques LVA et HVA du neurone mécanoceptif D-Hair 

(Adapté de (Dubreuil et al., 2004) 

- Les canaux potassiques, intervenant dans la phase de repolarisation du potentiel 

d’action (PA). Les neurones sensoriels ne présentant pas tous la même durée de PA, il semble 

que différents canaux potassiques soient exprimés au sein du GRD (Campbell, 1992; Rasband 

et al., 2001). Chez le rat, par exemple, les mécano- et propriocepteurs expriment Kv1.1 et 

Kv1.2 (Rasband et al., 2001). 

- Les canaux TRP dont nous avons parlé plus haut. Le canal TRPV1, par exemple est un 

marqueur de thermo-nociception (Caterina et al., 1999) 

- Les canaux ASIC (Acid-Sensing Ion Channel). ASIC3, par exemple, est retrouvé dans 

les terminaisons mécanosensibles et permet la mécanosensation et la douleur chimio-induite 

(Price et al., 2001). 

- Certains marqueurs de populations ont été mis en évidence lors d’études portant sur 

les lésions nerveuses. C’est le cas du courant CaCC (Calcium-Activated Chloride Channel), 

courant chlorure activé par l’entrée de calcium dans la cellule, dont l’expression augmente 

dans 80% des neurones sensoriels après lésion nerveuse périphérique (Boudes et al., 2009). 

c) Autres marqueurs de population

D’autres marqueurs sont largement utilisés afin de caractériser des populations de 

neurones. Comme nous l’avons vu précédemment, les neuropeptides comme le neuropeptide 

Y (NPY) et la substance P permettent de distinguer une classe de neurones nociceptifs. On 

peut également séparer les neurones myélinisés de type A�, A� et A�, marqués en 

immunohistochimie par le neurofilament 200 (Rice et al., 1997), des neurones non myélinisés 

de type C, et marqués par la périphérine, filament intermédiaire (Escurat et al., 1990). On 

trouve également des facteurs de transcription comme ER81, exprimé dans les neurones 
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proprioceptifs et leur permettant au cours du développement de se connecter avec les 

motoneurones (Arber et al., 2000).  

Bien évidemment cette liste ne se veut pas exhaustive. Bon nombre de marqueurs 

peuvent être utilisés afin de caractériser des sous-populations de neurones. Bien 

qu’augmentant la complexité du système, leur mise en évidence reste un point crucial dans la 

compréhension du système somatosensoriel tant au niveau de la prise d’information, qu’au 

niveau de la transmission au système nerveux central. 

II. La lésion dans le système nerveux périphérique

Les pathologies du système nerveux périphérique, encore appelées neuropathies 

sensitives périphériques, touchent au minimum 3 millions de personnes en France avec une  

prévalence qui augmente considérablement avec l’âge et causent des déficits sensoriels 

multiples (douleurs, troubles de l’équilibre des personnes âgées, de la marche, du toucher). 

Les neuropathies post-traumatiques sont les plus fréquentes (50% environ des neuropathies 

périphériques), le plus souvent chroniques et pour la plupart, résistantes aux traitements 

actuels. 

Afin de permettre la survie, voire la régénération, des neurones lésés, de nombreux 

mécanismes cellulaires et moléculaires sont mis en jeu. Ceci permet, à terme, d’aboutir à une 

récupération fonctionnelle la plus complète possible. Néanmoins, les modifications 

fonctionnelles que subissent les neurones entraînent un dérèglement des perceptions 

sensorielles pouvant aboutir à des douleurs neuropathiques. Afin d’optimiser la récupération 

post-lésionnelle et de peut être empêcher l’apparition de douleurs neuropathiques, il est 

nécessaire de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu lors de la régénération nerveuse 

post-traumatique. 

A. Les lésions du nerf périphérique

1. Les neuropathies

Les neuropathies périphériques comprennent toutes les atteintes des nerfs 

périphériques, atteintes isolées ou diffuses, tronculaires (nerfs) ou radiculaires (racines), 

symétriques ou non. Les neuropathies peuvent avoir des origines très diverses : mécaniques 

(traumatiques, posturales, canalaires), immunitaires (syndrome de Guillain-Barré), 
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paranéoplasiques, infectieuses (VIH, Hépatite C), métaboliques (diabète, hypothyroïdie), 

médicamenteuses, toxiques (alcool) ou génétiques (maladie de Charcot-Marie-Tooth). En 

fonction de l’étiologie, on distingue : 

- Les mononévrites ou mononeuropathies : Paralysie d'un seul nerf périphérique 

pouvant être secondaire à un traumatisme ou très souvent liée à une compression de ce nerf 

pendant plusieurs heures. Cette compression peut être d'origine interne (fragment osseux, cal 

vicieux, tumeur osseuse), d'origine externe (sommeil, anesthésie, coma), ou encore due au 

diabète. 

- Les multinévrites ou mononeuropathies multiples : atteinte asymétrique de 

plusieurs nerfs. Parmi les causes, on trouve le diabète, la lèpre, la porphyrie aigüe 

intermittente, l’amylose, la périarthrite noueuse…

- Les polynévrites ou polyneuropathies : atteinte symétrique de plusieurs nerfs. 

L’alcoolisme et le diabète en sont deux causes connues. 

- Les polyradiculonévrites (PRN) : Atteinte des racines nerveuses. Le syndrome de 

Guillain-Barré est la cause la plus connue de cette pathologie. 

2. La lésion nerveuse
  

En 1943, Seddon a proposé une classification des lésions nerveuses en fonction de leur 

gravité (Seddon et al., 1943) : 

- La neurapraxie, conséquence d’un arrêt de la conduction axonique sans lésion 

anatomique le plus souvent dû à un arrêt local de la circulation sanguine (syndrome du canal 

carpien par exemple). Dans ce cas, la récupération est rapide, dans les quelques semaines 

après réparation de la gaine de myéline. 

- L’axonotmésie est une section de l’axone, sans atteinte du tube neural, souvent liée à 

une compression, un écrasement ou un étirement. On observe dans ce cas une dégénérescence 

Wallérienne, c'est-à-dire une dégénérescence de la partie distale du nerf dont nous parlerons 

plus longuement par la suite. Dans ce cas, la régénération est alors possible 

- La neurotmésie, correspondant à une section du tube neural. La perte de conduction 

est complète et aucune régénération n'est dans ce cas possible. 
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B. Modèles expérimentaux

Basés sur la classification de Seddon, des modèles expérimentaux de lésions nerveuses 

ont été développés afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la régénération. 

Dans le cas de la neurapraxie, l’atteinte n’étant pas nerveuse, nous ne nous attarderons pas sur 

le sujet. Concernant l’axonotmésie, le modèle expérimental correspond à un écrasement du 

nerf appelé « Crush ». Ainsi, les axones sont sectionnés, mais la gaine du nerf n’est pas 

touchée, ce qui laisse aux neurones un « chemin » pour aller réinnerver leur cible 

périphérique. Ce modèle est adapté pour l’étude de la vitesse de régénération et de 

recouvrement de la sensibilité. Le modèle se rapprochant le plus de la neurotmésie est appelé 

« Axotomie ». C’est d’ailleurs sur ce modèle que porte une partie de mes travaux de thèse. 

Elle consiste en une section complète du nerf sciatique avec ablation de deux à trois 

millimètres de nerfs, autrement dit, une perte de continuité des axones et de la lame basale. 

Contrairement à la neurotmésie, ce modèle ne permet pas de réinnervation par le nerf lésé, 

donc de mesure de la récupération sensorielle, mais permet d’étudier les mécanismes de 

régénération des neurones périphériques qui, en culture adoptent une morphologie particulière 

dite « élonguée » (Andre et al., 2003). 

D’autres modèles de lésion permettent bien évidemment d’étudier les douleurs 

neuropathiques. Il existe notamment les modèles de ligature du nerf (le plus souvent 

sciatique). Parmi elles, on distingue la ligature lâche chronique ou CCI (Chronic Constriction 

Injury) (Bennett and Xie, 1988), la ligature partielle du nerf sciatique (Seltzer et al., 1990), la 

ligature du nerf spinal (Kim and Chung, 1992) et la SNI (Spared Nerve Injury) (Decosterd 

and Woolf, 2000) dans laquelle on effectue une ligature sur deux des trois branches terminales 

du nerf sciatique sans toucher au nerf sural (Figure 11). 
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Figure 11 : Représentation des différents modèles de lésion du nerf sciatique (inspiré de (Ueda, 2006)

C. La régénération des nerfs périphériques

La lésion d’un nerf périphérique est responsable d’une perte partielle ou complète de 

la fonction motrice et sensitive en raison de l’interruption de continuité des axones, de la 

dégénérescence des fibres nerveuses distales et de la mort éventuelle des neurones 

axotomisés. Malgré les pertes fonctionnelles engendrées par la lésion, l’organisme est, selon 

la gravité de la lésion, capable de s’adapter pour permettre une récupération plus ou moins 

complète. Ainsi, on peut observer : 

- Soit une réinnervation des tissus cible par le nerf lésé lui-même, 

- Soit une réinnervation de ces tissus par des nerfs voisins, phénomène appelé 

« branchement collatéral » (ou sprouting), 

- Soit un remodelage du système nerveux central. 

Après une lésion nerveuse périphérique, la capacité des axones à régénérer et à 

reformer des connections fonctionnelles dépend de l’âge du sujet, de la portion de nerf lésée, 

du site et du type de lésion et du temps écoulé avant l’intervention chirurgicale. Chez 

l’homme par exemple, on considère qu’un nerf coupé sur portion de plus de 4cm ne 

retrouvera pas sa fonction (Reyes et al., 2005). 
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1. Les étapes de la régénération périphérique

Après une lésion nerveuse, les axones distaux sont déconnectés du corps cellulaire et 

dégénèrent selon un processus appelé « dégénérescence Wallérienne » (Figure 12) (Pour 

revue : (Navarro et al., 2007). Celle-ci permet de créer un microenvironnement favorable à la 

repousse axonale. Cette dégénérescence affecte également un court segment de la portion 

proximale. Peu de temps après l’axotomie, les cellules de Schwann myélinisantes se détachent 

des axones et deviennent capables de phagocytose. Elles vont dégrader la gaine de myéline de 

manière à éliminer certains facteurs inhibiteurs de repousse axonale comme la MAG (Myelin 

Associated Glycoprotein). Elles se mettent également à libérer des facteurs comme les 

cytokines (MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1), LIF (Leukaemia Inhibitory Factor) 

et les Interleukines 1 et 6, notamment) qui vont permettre l’infiltration des macrophages dans 

le site de lésion (Tofaris et al., 2002). Ces cellules commencent alors à proliférer dans la 

partie distale de la lésion formant ainsi la « bande de Büngner » servant de support pour 

l’axone en élongation. Des cônes de croissance émergent des axones qui vont commencer à 

rechercher les cibles périphériques à innerver. Bien que l’initiation de la régénération soit 

lente dans les premières heures, la vitesse de pousse des axones peut atteindre une vitesse de 

2-3 mm par jour dans les 3-4 jours après la lésion. Bien sûr, ceci n’est possible que dans le cas 

d’une axonotmésie car il reste le tube neural qui peut guider les axones dans la recherche de 

leur cible. Après une neurotmésie, les axones immatures poussent de manière désordonnée 

sans jamais atteindre leur cible. 
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Figure 12 : Schématisation de la dégénérescence Wallérienne et de la régénération (inspiré de (Navarro et 

al., 2007) 

2. Bases cellulaires et moléculaires de la régénération

périphérique

a) La survie neuronale

Un des succès de la régénération est la capacité des neurones à survivre après la lésion. 

En effet, chez le rat, après une axotomie, 10 à 30% des neurones sensoriels meurent dans les 

10 à 30 semaines suivant la lésion (Arvidsson et al., 1986; Ygge, 1989; Groves et al., 1997; 

Tandrup et al., 2000). La survie des neurones dépend à la fois de l’âge de l’individu, du type 

de lésion et de la proximité de la lésion par rapport au corps cellulaire. 

Une des conséquences de l’axotomie est la privation rapide en facteurs 

neurotrophiques, issus des cibles à innerver. Ces facteurs neurotrophiques comme par 

exemple le NGF, le BDNF, la NT3, la NT4, le CNTF et le GDNF sont connus pour stimuler 

la régénération axonale empêchant le processus de mort. Ainsi, les macrophages et les cellules 

de Schwann à proximité de la lésion libèrent des cytokines et des facteurs neurotrophiques qui 

remontent au soma par un transport rétrograde accéléré de manière à maintenir les capacités 

régénératives des neurones lésés (Curtis and DiStefano, 1994).  
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b) Chromatolyse et modifications morphologiques

Parmi les changements morphologiques majeurs intervenant après une lésion nerveuse 

périphérique, on observe une excentricité du noyau, un gonflement cellulaire, une rétractation 

des dendrites et une dissolution des corps de Nissl également appelée chromatolyse 

(Lieberman, 1971; Kreutzberg, 1995). Les corps de Nissl sont des agrégats de réticulum 

endoplasmique riches en ribosomes, structures intervenant dans la synthèse protéique, 

permettant une fabrication accrue de protéines nécessaires à la régénération. Le neurone 

axotomisé passe donc d’un mode de transmission à un mode de régénération. Très tôt après la 

lésion, on peut également observer l’apparition d’un cône de croissance au niveau du site de 

lésion (Chierzi et al., 2005; Willis and Twiss, 2006). 

c) Signalisations intracellulaires

Le processus de régénération dépend d’une part des capacités intrinsèques des 

neurones à régénérer, plus importantes dans les neurones périphériques que centraux, et des 

signaux extracellulaires captés par le neurone. Ces signaux peuvent être inhibiteurs ou 

excitateurs de la repousse axonale. Ils sont à l’origine de nombreuses voies de signalisation 

qui auront pour but de faire entrer le neurone soit dans une voie d’apoptose, soit dans une voie 

de régénération. 

(1) La cicatrice gliale

Dans le système nerveux central, la cicatrice gliale, composée de cellules microgliales, 

d’oligodendrocytes, d’astrocytes et de cellules inflammatoires, semble former une barrière 

mécanique pouvant être un frein à la régénération axonale (Windle and Chambers, 1950). 

Néanmoins nous savons aujourd’hui que cette cicatrice gliale est loin de n’être qu’une 

barrière physique. En effet, de nombreux facteurs, comme la MAG (Myelin-Associated 

Glycoprotein), la Sémaphorine 3, l’Ephrine B2 et les protéoglycans chondroïtine sulfate, 

sécrétés par les cellules gliales, interviennent dans l’inhibition de la régénération. D’autre 

part, même en l’absence de cette cicatrice, la régénération ne peut se faire dans le SNC (pour 

revue : (Fitch and Silver, 2008). Ceci laisse penser que d’autres signaux sont nécessaires à la 

régénération 
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(2) Les signaux précoces

Tout d’abord, le cytoplasme de l’axone lésé se retrouve au contact du milieu 

extracellulaire, ce qui a pour conséquence une entrée massive de calcium et de sodium, 

responsable de l’apparition d’une activité électrique. Cette activité se propage de manière 

rétrograde jusqu’au corps cellulaire sous la forme de trains de potentiels d’action à haute 

fréquence. Ils provoquent l’ouverture de canaux calciques sensibles au voltage (CCVD) et  

une entrée de calcium, responsable de l’activation de protéines kinases comme la CamKII 

(Calcium/Calmoduline dependent Kinase II), les PKA et C (Protein Kinase) et la MAPK 

(Mitogen-Activated Protein Kinase) (DeCoster, 1995). De plus, les décharges de potentiels 

d’action entraînent des libérations soutenues de neurotransmetteurs par les synapses des 

afférences primaires, ce qui intervient dans la plasticité centrale. Un autre signal précoce 

observé est le triplement du taux d’AMPc (Qiu et al., 2002) dans les neurones lésés 

intervenant de toute évidence dans la repousse axonale (Hannila and Filbin, 2008). Cet effet 

sur la pousse semble être en partie dû à une diminution d’expression de la protéine SOCS3 

(Suppressor Of Cytokine Signaling) (Park et al., 2009). L’AMPc active notamment le facteur 

de transcription CREB qui lui-même permet l’augmentation d’expression de la cytokine 

interleukine 6 (Wu et al., 2007). 

(3) Les facteurs neurotrophiques

La privation en facteurs trophiques issus de la périphérie (Raivich et al., 1991) est 

également un facteur important au cours du mécanisme d’activation de la régénération. Les 

neurotrophines sont positivement régulées par le traumatisme. Shadiack et coll. ont montré 

qu’en bloquant le transport du NGF, il était possible d’induire dans des neurones naïfs des 

modifications identiques à celles retrouvées dans les neurones axotomisés (Shadiack et al., 

2001). Dans les motoneurones, le BDNF, quant à lui, favorise la régénération à faible dose, 

mais la réprime à forte dose (Gordon, 2010). En effet, via sa liaison au récepteur p75, le 

BDNF libéré par les fibres musculaires dénervées provoquerait l’arrêt de la pousse axonale et 

la mise en place de connections fonctionnelles. Comme nous l’avons vu plus haut, les 

neurones lésés eux-mêmes ainsi que des cellules non-neuronales sont capables de produire 

certains de ces facteurs directement au niveau du site de lésion (Curtis and DiStefano, 1994). 

En effet, les cellules de Schwann et les macrophages (Figure 12 p36) libèrent des molécules 

comme les facteurs de survie (Neurégulines), les facteurs neurotrophiques (NGF, BDNF, 

GDNF) et des cytokines pro-inflammatoires (IL1, IL6, LIF) pouvant activer des facteurs de 
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transcription (STAT3, par exemple) ou subir un transport rétrograde jusqu’au coorps 

cellulaire (CNTF, LIF) (Curtis et al., 1993; Curtis and DiStefano, 1994) 

(4) Les cytokines

Les cytokines induites par la lésion, jouent de nombreux rôles au cours de la réponse 

immunitaire, de l’inflammation et de l’hématopoïèse. La famille de l’Interleukine 6 (IL6) 

comprend l’IL6 elle-même, l’IL11, le CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor), LIF (Leukaemia 

Inhibitory Factor), l’oncostatine-M (OSM), la cardiotrophine-1 (CT-1) et la CLC 

(Cardiotrophin-Like Cytokine). Pratiquement toutes les cytokines de la famille de 

l’Interleukine 6 sont sur-exprimées suite à une lésion nerveuse. Chez les souris LIF
-/-

 et 

CNTF
-/-

, Cafferty et coll., puis Leibinger et coll., ont mis en évidence une diminution des 

capacités régénératives des neurones (Cafferty et al., 2001; Leibinger et al., 2009). Les 

auteurs ont également constaté que LIF promouvait la pousse dite « élonguée », 

caractéristique des neurones conditionnés, au détriment de la pousse dite « arborescente ». 

Une autre cytokine, qui fait l’objet d’une partie de mon travail, l’interleukine 6, intervient 

également dans la régénération. En effet, dans les huit heures qui suivent l’axotomie du nerf 

facial, l’expression d’IL6 est induite dans les astrocytes et la microglie entourant les 

motoneurones du noyau facial (Kiefer et al., 1993). Il en va de même dans les neurones 

sensoriels (Cao et al., 2006) où l’IL6 se trouve exprimée dans les neurones de moyen et grand 

diamètres suite à une section du nerf sciatique (Murphy et al., 1995). Le rôle de la cytokine a 

pu être confirmé par l’étude de la souris IL6
-/-

. Celle-ci présente un retard de régénération 

après un crush du nerf sciatique (Zhong et al., 1999). D’autre part, une étude a montré que 

l’IL6 permettait la régénération des neurones axotomisés même sur un milieu non permissif 

(MAG). Cependant, les auteurs suggèrent ici que l’IL6 est suffisante, mais non nécéssaire, à 

la mise en place des mécanismes de régénération lorsque ceux-ci sont induits par l’AMPc ou 

par une lésion (Cao et al., 2006). Selon une étude récente, portant sur une lésion de type CCI 

du nerf sciatique, il semblerait que l’IL6 soit produite dans le GRD à la fois par les neurones 

et par les cellules gliales satellites (Dubovy et al., 2010). 

(5) La matrice extracellulaire

Parmi les signaux intervenant dans les voies de régénération, on retrouve ceux issus de 

la matrice extracellulaire. En effet, la MEC (Matrice Extracellulaire) est composée de 

nombreuses molécules capables d’interagir avec les récepteurs neuronaux. On trouve entre 

autre la laminine, produite par les cellules de Schwann, qui sert à la fois de support 
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d’adhérence, mais également d’activateur de cascades de signalisation par sa liaison aux 

intégrines membranaires. Chen et Strickland, en 2003, ont montré que l’absence de synthèse 

de laminine par les cellules de Schwann entraîne un défaut de régénération des axones après 

un crush de nerf sciatique (Chen and Strickland, 2003). Leurs résultats suggèrent que les 

laminines jouent un rôle dans la régénération soit en servant de support, soit en modulant 

l’activité des cellules de Schwann. La fibronectine, sur-exprimée après lésion du nerf 

périphérique (Lefcort et al., 1992) permet également, grâce à sa liaison à l’intégrine �5, 

d’augmenter les capacités de repousse des neurones traumatisés in vitro (Gardiner et al., 

2007). Laminine et fibronectine se fixant toutes les deux sur le même type de récepteur, il 

paraît logique de se demander si l’intégrine joue un rôle dans la régénération. En effet, 

Werner et coll. ont observé, après axotomie, une augmentation de l’intégrine �7�1 et chez la 

souris intégrine �7 Knock-out, une perturbation de la régénération des motoneurones (Werner 

et al., 2000). 

(6) Voies de signalisation et facteurs de transcription

Les signalisations intracellulaires vont se modifier de manière à aboutir à deux 

possibilités, la régénération ou la mort. En parallèle de celles dont nous venons de parler, on 

retrouve à l’origine de nombreuses voies de signalisation, les récepteurs tyrosine kinase 

transmembranaires. Dans le cas des facteurs neurotrophiques, la liaison au récepteur provoque 

l’activation de la voie MAPK comprenant Erk1 et Erk2 (Extracellular signal Regulated 

Kinase) (Sheu et al., 2000). Dans le cas des cytokines comme l’IL-6, la liaison avec le 

récepteur non-signalant gp80 entraîne le recrutement de deux sous-unités gp130 permettant la 

signalisation via l’activation de la protéine JAK (Janus Kinase). JAK, grâce à son activité 

tyrosine kinase, est capable d’activer différentes voies de signalisation comme la voie STAT3, 

la voie PI3-Kinase et la voie MAPK (Figure 13) (Heinrich et al., 2003).  
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Figure 13 : Voies de signalisation activées par la liaison de l’IL6 avec son récepteur IL6-R� (ou gp80) 

L’activation de voies de signalisation se traduit par des modifications 

transcriptionnelles, traductionnelles et/ou post-traductionnelles. Le facteur de transcription 

STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), transloqué au noyau après 

phosphorylation et dimérisation, voit son activité augmenter après lésion du nerf facial, 

hypoglosse et sciatique de rat (Schwaiger et al., 2000; Lee et al., 2004; Qiu et al., 2005). Il 

permet également d’améliorer la vitesse de pousse de neurones sensoriels en culture (Miao et 

al., 2006). En effet, l’inhibition de sa phosphorylation diminue la quantité de protéine GAP43, 

un marqueur de repousse axonale (Qiu et al., 2005). Il joue ainsi un rôle dans la régénération 

des neurones sensoriels et moteurs. Les protéines SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling), 

dont l’expression est régulée par la voie JAK/STAT, sont capables d’effectuer un 

rétrocontrôle négatif sur cette signalisation. Cette famille est composée de huit membres, dont 

trois (SOCS 1, 2 et 3) sont retrouvés dans les neurones. SOCS3 est notamment capable 

d’inhiber la signalisation via STAT3 en se liant à un résidu tyrosine de la gp130 (Fischer et 

al., 2004; Miao et al., 2006) (Figure 14). Or, des études ont montré que l’ARNm de SOCS3 

était augmenté de manière importante dans les neurones de moyen et grand diamètres de 

ganglions rachidiens dorsaux après axotomie du nerf sciatique chez le rat (Miao et al., 2006). 
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De manière intéressante, les cytokines elles-mêmes augmentent l’expression de SOCS3 

(Croker et al., 2008). Enfin, la délétion de SOCS, par une approche virale, permet d’améliorer 

la régénération du nerf optique après un crush (Smith et al., 2009). 

Figure 14 : La Signalisation JAK/STAT par la cytokine IL6 active l’expression de SOCS3 (Adapté de Sun 

and He, 2010) 

La voie PI3 Kinase-Akt, également induite par les intégrines, est nécessaire à la survie 

des motoneurones après lésion (Namikawa et al., 2000). D’autres facteurs de transcription 

sont activés afin de promouvoir la régénération. La voie JNK (c-Jun N-terminal Kinase), 

présentant une activation précoce et durable, inhibée par l’ajout de neurotrophines (Kenney 

and Kocsis, 1998), après une lésion nerveuse, permet l’augmentation d’expression et la 

phosphorylation activatrice des facteurs de transcription c-Jun, JunD et Fos. Ils forment le 

complexe AP-1 (Activator Protein 1) capable d’activer de nombreux gènes intervenant dans 

la repousse axonale (Kenney and Kocsis, 1998; Raivich and Behrens, 2006). La délétion 

neuronale de c-Jun ralentit la réinnervation et bloque le sprouting central (Raivich et al., 

2004). L’activation par l’AMPc et par différentes protéines kinases (telles que PKA et PKC) 

du facteur de transcription CREB (cAMP Responsive Element Binding protein) (Miyabe and 

Miletic, 2005), en réponse à la liaison de facteurs neurotrophiques, comme le BDNF, avec 

leur récepteur Trk, semble jouer un rôle dans la régénération nerveuse (Song et al., 2008). Il 

est à noter que CREB est connu pour augmenter l’expression de l’IL6. Un autre facteur de 
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transcription touché après lésion nerveuse est le facteur ATF-3 (Activating Transcription 

Factor 3) (Tsujino et al., 2000). Une particularité de ce facteur est qu’il est activé après lésion 

périphérique mais pas centrale. L’expression d’ATF-3 est induite par la perte des facteurs 

neurotrophiques périphériques comme le NGF et le GDNF suite à la lésion nerveuse 

périphérique (Averill et al., 2004). Enfin, l’expression constitutive d’ATF3 permet une 

amélioration de la régénération périphérique après un crush du nerf sciatique (Seijffers et al., 

2007). 

(7) Modifications d’expression génique

Des modifications d’activité de facteurs de transcription se traduisent par des 

modifications d’expression génique. C’est ce qu’ont observé bon nombre d’auteurs s’étant 

intéressés à la régulation des gènes suite à une lésion nerveuse, quel que soit le type de lésion 

(Kubo et al., 2002; Xiao et al., 2002; Schmitt et al., 2003; Yang et al., 2006). L’analyse SAGE 

(Serial Analysis of Gene Expression), effectuée par notre équipe sur les gènes modulés suite à 

une lésion nerveuse périphérique, a mis en évidence que l’expression de certains gènes est 

diminuée alors que d’autres gènes, intervenant au cours du développement, sont ré-exprimés 

(Mechaly et al., 2006). Il semble que les gènes dont l’expression diminue soient ceux associés 

à la fonction de transmission et les gènes sur-exprimés, à la fonction de repousse et de 

reconnexion des cibles périphériques, tel que l’on peut le voir au cours du développement. 

Cette étude a également démontré l’expression de gènes spécifiques à la lésion, ce qui montre 

que ces gènes n’interviennent que dans le programme de régénération axonale ou de survie 

après lésion. 

Parmi les milliers de gènes régulés suite à une lésion, on trouve un certain nombre de 

canaux ioniques, l’IL6 comme nous l’avons vu précédemment (Murphy et al., 1995) et les co-

transporteurs cation-chlorure comme KCC2. Un chapitre entier leur est consacré plus loin. 

(8) Modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles

Bien évidemment, les modifications d’expression génique ne sont pas les seules 

conséquences des voies de signalisations dont nous venons de parler. La plasticité neuronale 

post-lésionnelle passe également par des mécanismes d’épissage post-traductionnel et des 

jeux de phosphorylation / déphosphorylation par les kinases et phosphatases. C’est le cas par 

exemple du co-transporteur NKCC1, dont la phosphorylation, en réponse à l’axotomie, 

augmente l’activité (Pieraut et al., 2007). 
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d) Excitabilité neuronale

Bien que les modifications électrophysiologiques soient variables en fonction du type 

de neurone sensoriel et du type de lésion, tous les neurones de GRD voient leur excitabilité 

augmenter après lésion. Les neurones de moyen et grand diamètres, de type A, présentent une 

diminution de leur seuil d’excitabilité et un allongement de leur potentiel d’action sans 

modification de leur vitesse de conduction. A l’inverse, l’axotomie diminue le seuil 

d’excitabilité des neurones de petit diamètre, de type C, sans modification des propriétés 

physiques du potentiel d’action. De plus on observe une réduction de la rhéobase, l'intensité 

minimale de courant excitant qui permet de déclencher un potentiel d'action, dans tous les 

types cellulaires. Il semble donc que l’axotomie augmente l’excitabilité des neurones 

sensoriels en augmentant les résistances entrantes apparentes (correspondant à la différence de 

voltage entre le potentiel de repos et le pic de réponse divisé par le courant rhéobase) des 

cellules de type A et en dépolarisant le potentiel de repos membranaire des cellules C (Kim et 

al., 1998; Hilaire et al., 2005).  

L’augmentation de l’excitabilité neuronale est à l’origine de la sensibilisation 

périphérique suite à une inflammation ou à un traumatisme. Elle fait intervenir de nombreuses 

modifications fonctionnelles neuronales, comme l’expression et la distribution des récepteurs 

périphériques et la modification de l’homéostasie ionique.  

III. L’homéostasie chlorure neuronale :

L’homéostasie chlorure est connue pour être l’un des acteurs primordiaux dans le 

contrôle de la transmission nerveuse. Elle présente une régulation fine, que ce soit au cours du 

développement ou chez l’adulte. La concentration des ions chlorures, anion majoritaire des 

cellules, intervient dans de nombreuses fonctions au sein des neurones centraux et 

périphériques. Au cours du développement, son rôle dans la mise en place du système 

nerveux a été très largement étudié. Chez l’adulte, il permet le contrôle inhibiteur de la 

neurotransmission GABAergique. 
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A. Les acteurs de l’homéostasie chlorure

Les mouvements d’ions de part et d’autre de la membrane des neurones sont permis 

par deux grandes familles de protéines : les canaux chlorures et les co-transporteurs cation-

chlorure. 

1. Les canaux chlorures

(1) Les récepteurs-canaux au GABA et à la glycine :

Le GABA, ou acide �-amino-butyrique, est synthétisé par décarboxylation de l’acide 

glutamique, principal neurotransmetteur excitateur du système nerveux, grâce à la GAD 

(Glutamic Acid Decarboxylase) ou à partir de la putrescine (Le-Corronc et al., 2011). Le 

GABA active 2 types de récepteurs : (i) GABAA (et GABAC), fonctionnant comme un canal 

chlorure et (ii) GABAB récepteur métabotropique sensible au baclofène (Farrant and Kaila, 

2007; Galanopoulou, 2008). 

Le récepteur GABA de type A (GABAA) est un récepteur ionotropique pentamérique 

appartenant à la même famille que le récepteur nicotinique à l’acétylcholine et le récepteur à 

la sérotonine de type 3, et activé par fixation de son ligand. Il est composé de cinq sous-unités 

glycoprotéiques, comprenant chacune entre 450 et 550 acides aminés, qui s'organisent de 

façon pseudo-symétrique autour d'un pore de conduction des ions chlorures (et bicarbonates). 

Chaque sous-unité comporte un domaine extra-membranaire contenant les sites de fixation du 

GABA et d'autres effecteurs, et un domaine hydrophobe membranaire qui définit le pore. Il 

existe plusieurs types de sous-unités : �1-6, �1-3, �1-3, �, �, � et 	 (Pour revue : Le-Corronc et 

al., 2011). Le complexe pentamérique comprend notamment 2 �, 3 �. La stœchiométrie la 

plus communément rencontré (45% des récepteurs du cerveau) est �1:�2:�2 (2:2:1)(Tretter et 

al., 1997). La combinaison de ces sous-unités confère ses propriétés pharmacologiques et 

pharmacocinétique (agonistes, modulateurs allostériques, antagonistes et localisation 

subcellulaire) au canal (Galanopoulou, 2010). Maddox et coll. ont pu observer une différence 

d’expression des sous-unités entre les neurones de GRD embryonnaires et adultes, 

responsable de propriétés pharmacologiques différentes (Maddox et al., 2004) 

En 1991, Persohn et coll. ont mis en évidence une forte expression des ARNm codant 

pour des sous-unité du canal GABAA dans les neurones de GRD, expliquant ainsi l’inhibition 

pré-synaptique des interneurones et des motoneurones via des synapses axo-axoniques entre 
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les interneurones GABAergiques et les terminaisons afférentes primaires dans la moelle 

épinière (Persohn et al., 1991). Selon eux, au moins 30% des récepteurs GABAA sont 

localisés sur les terminaisons afférentes primaires. Leur hypothèse est que le récepteur serait 

synthétisé dans le ganglion et transporté de manière antérograde via les afférences primaires 

dans la moelle épinière. 

Le récepteur glycinergique présente également une structure pentamérique et est 

perméable aux ions chlorures. On lui connaît quatre sous-unités � (GlyR�1-4) et une sous-unité 

�, toutes retrouvées dans les ganglions rachidiens dorsaux. Ce récepteur est présent dans un 

grand nombre de structures du système nerveux dont la substantia gelatinosa, dans laquelle il 

joue un rôle au niveau de la modulation des messages nociceptifs provenant de la périphérie. 

Un des antagonistes de la glycine est la strychnine.(Lynch, 2004). L’activité du récepteur à la 

glycine semble extrêmement proche de celle de GABAA. 

(2) Canaux chlorures activés par le calcium (CaCC)

Les CaCC (Calcium-Activated Chloride Channels) sont des canaux anioniques activés 

principalement par l’augmentation intracellulaire de calcium. On les retrouve dans les cellules 

épithéliales, les cellules vasculaires endothéliales, les cellules musculaires et dans les 

neurones. Ils interviennent dans de nombreuses fonctions comme le transport transépithélial 

de fluide, le repolarisation des cardiomyocytes, l’inhibition latérale des cônes rétiniens en 

réponse à un stimulus visuel, la transmission d’informations olfactives et le contrôle de 

l’excitabilité neuronale en participant au déclenchement du potentiel d’action ou au maintien 

de l’activation des canaux calciques sensibles au voltage (Scott et al., 1995). Il existe trois 

familles de CaCC : les bestrophines (Best1-3 chez la souris et Best1-4 chez l’homme) (Sun et 

al., 2002), les tweety (TTYH1-3, où seuls TTYH2 et 3 répondent au Ca
2+

) (Suzuki and 

Mizuno, 2004) et la famille des TMEM16 (Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008; Yang 

et al., 2008). Bien que très controversé, certains auteurs inclus la famille des CLCA dans les 

CaCC. La concentration élevée en Ca
2+

 nécessaire à leur activation (Britton et al., 2002), ainsi 

que leur forte homologie avec des molécules d’adhésion et leur capacité à être clivés en 

peptide soluble (Mundhenk et al., 2006) laisse plus penser à un rôle de modulateur qu’à un 

rôle de canal chlorure. Au sein des GRD, les CaCC sont présents surtout dans les neurones de 

moyen diamètre (30-40�m). Notre équipe a montré que l’axotomie induit une augmentation 

de l’expression de CaCC et de l’amplitude du courant ICl(Ca) dans les neurones de moyen 

diamètre ainsi que son expression dans une sous-population de neurones de grand diamètre 
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(40-50�m) (Andre et al., 2003). Ce courant est supporté par la Bestrophine 1 (Boudes et al., 

2009), connue pour être un CaCC impliqué dans la dystrophie maculaire vitelliforme. 

Néanmoins, il est encore difficile de dire si dans les neurones sensitifs primaires Best1 joue le 

rôle de canal chlorure ou de sous-unité régulatrice d’un autre canal. Il a été montré que 

l’inflammation augmente l’expression de CaCC dans les nocicepteurs représentés par les 

neurones sensitifs de petit diamètre (< 30�m) dont la nature moléculaire serait TMEM16A 

(Liu et al., 2010). Enfin, les CaCC semblent également intervenir dans la libération de 

molécules. En effet, une étude a récemment démontré le rôle de la Bestrophine 1 dans la 

libération de GABA par les cellules gliales du cervelet, expliquant l’inhibition tonique des 

neurones par le GABA via un mécanisme non-vésiculaire et indépendant de l’activité 

électrique (Lee et al., 2010b). 

(3) Canaux chlorures activés par le voltage

Les canaux chlorures activés par le voltage font partie de la famille des ClC (Chloride 

Channels). Ils sont présents à la membrane plasmique et à la membrane de certains organites 

intracellulaires. On les retrouve dans de nombreux organes tels que le muscle, le rein, l’oreille 

interne... Bien que leur fonction soit encore peu connue, ils interviennent dans la régulation de 

l’homéostasie chlorure (Staley et al., 1996), de l’excitabilité (Madison et al., 1986), et 

l’acidification des vésicules synaptiques (Stobrawa et al., 2001).  

Les ClC4 et 5 ayant des propriétés d’antiports, ils seront traités dans le paragraphe 

suivant 

2. Les cotransporteurs

a) Les antiports ClC

Parmi les canaux ClC, certains présentent une activité de type co-transporteur. C’est le 

cas des antiports ClC4 et ClC5 qui sont capables d’échanger un proton H
+
 avec un ion Cl

-

(Picollo and Pusch, 2005). Ils permettent notamment la régulation du pH dans les endosomes. 

Une étude datant de 2008 a montré qu’un autre membre de la famille des ClC, ClC7 était 

capable d’activité antiport dans les lysosomes (Graves et al., 2008). Aucune étude n’ayant 

démontré leur présence au sein des ganglions rachidiens dorsaux, il ne semble pas qu’ils 

puissent y jouer un rôle dans la régulation de l’homéostasie chlorure. 
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b) Les cotransporteurs cation-chlorure (CCC):

Le passage des ions chlorures au travers des membranes dépend de leur gradient 

électrochimique. Celui-ci est permis par l’activité des cotransporteurs cation-chlorure (CCC, 

Cation-Chloride Cotransporters) 

Les premières études concernant les CCC ont porté sur leur rôle dans la régulation du 

volume cellulaire après gonflement (RVD, Regulatory Volume Decrease) ou constriction 

(RVI, Regulatory Volume Increase) dans des milieux hypo- et hypertoniques (Hoffmann and 

Dunham, 1995; Payne et al., 2003).  

Il est aujourd’hui connu que certains de ces cotransporteurs jouent un rôle important 

dans le contrôle du gradient électrochimique de l’ion chlorure et donc dans l’activité 

hyperpolarisante du GABA et de la glycine. Le transport de Cl
-
 est permis sans hydrolyse 

d’ATP, ni mouvement net de charges. L’énergie nécessaire à leur fonctionnement est obtenue 

par l’activité de la pompe Na
+
/K

+
 ATPase qui  maintient les gradients de concentration Na

+
 et 

K
+
. Les CCC sont électroneutres, autrement dit, ils ne génèrent pas d’activité électrique. Dans 

les neurones, les CCC interviennent dans la prolifération neuronale, la différenciation, la 

plasticité synaptique, l’audition (Boettger et al., 2003; Blaesse et al., 2009)… En dehors du 

système nerveux, les CCC sont exprimés de manière ubiquitaire et interviennent également 

dans le transport du sel, le contrôle de la pression sanguine…(Russell, 2000; Boettger et al., 

2003; Pedersen et al., 2006; Flatman, 2008) 

La famille des CCC (Cation-Chloride Cotransporters) comprend 9 gènes appelés 

slc12a1 à 9 (Solute-Linked Carrier 12). Ce sont des glycoprotéines  de 120 à 200 kDa. Ces 9 

gènes codent pour trois sous-familles : 2 cotransporteurs NKCC (1 et 2) (Na
+
/K

+
/2Cl

-

cotransporters), 4 cotransporteurs KCC (1 à 4) (K
+
/Cl

-
 cotransporters) (Figure 16), 1 

cotransporteur NCC (Na
+
/Cl

-
 cotransporters) (Figure 15), et deux autres cotransporteurs dont 

les rôles sont peu connus (CIP1 et CCC9) et dont nous ne parlerons pas ici. Les CCC 

présentent 12 domaines transmembranaires, à l’origine de leur nom, avec de larges domaines 

N- et C-terminaux intracellulaires constituant pratiquement la moitié de la protéine (Mount et 

al., 1998; Race et al., 1999).  
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Figure 15 : Arbre phylogénétique des cotransporteurs cation-chlorure (inspiré de (Mount et al., 1999) 

Les CCCs sont principalement régulés par la phosphorylation (Krarup et al., 1998), le 

cytosquelette (Matthews et al., 1998), les variations de concentration en magnésium 

intracellulaire (Lauf et al., 1992; Haas, 1994), le pH intracellulaire (Zade-Oppen and Lauf, 

1990), la concentration en oxygène (Gibson et al., 1998), le niveau d’ATP (Lauf, 1983), et les 

variations de volume cellulaire (Lauf et al., 1992; Haas, 1994).  

Figure 16 : Représentation schématique de l'activité neuronale des KCC et de NKCC1, dépendante de la 

Na
+
/K

+
 ATPase 

(1) Les NKCC 

Leur activité est basée sur l’existence de gradients électrochimiques d’ions sodiques et 

chlorures qui apportent une source d’énergie suffisante pour faire entrer les ions Cl
-
. Ce 

gradient électrochimique est fourni par la sortie d’ions Na
+
 générée par la pompe Na

+
/K

+

ATPase. Ainsi, sous l’impulsion du sodium, les NKCC sont capable de faire entrer deux ions 
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Cl
-
 associés à un ion K

+
 et un ion Na

+ 
(Race et al., 1999). Il existe deux types de NKCC, 

NKCC1 et NKCC2. 

- NKCC1 (Slc12a2) (ou BSC2, Bumetanide-sensitive cotransporter 2) est le CCC le 

plus étudié au niveau moléculaire. Il intervient dans la régulation du volume cellulaire en 

réponse à un stress osmotique et le contrôle de l’activité excitatrice / inhibitrice par le GABA 

grâce à sa capacité à faire rentrer des ions Cl
-
. Sa structure ainsi que sa fonction ont été 

décrites dans de nombreux organismes (Xu et al., 1994). Son couplage dans les neurones 

centraux avec le cotransporteur KCC2 a fait l’objet de nombreuses publications en raison de 

leur rôle primordial dans la régulation de l’excitabilité au cours du développement et chez 

l’adulte.  

Localisation : L’expression de NKCC1 est ubiquitaire. Il est notamment présent dans 

les neurones et les cellules gliales, mais également dans les cellules épithéliales du plexus 

choroïde et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. NKCC1 est présent dans les 

motoneurones à des stades embryonnaires précoces (Delpy et al., 2008), mais sa présence en 

post-natal est beaucoup moins évidente. En effet, son ARNm n’y est presque plus détecté à la 

naissance et chez l’adulte (Kanaka et al., 2001; Balakrishnan et al., 2003). Il se pourrait donc 

que certains marquages retrouvés sur les motoneurones ne soient en fait des marquages des 

afférences primaires (Stil et al., 2009), dans lesquels NKCC1 est impliqué dans le maintien 

d’une forte concentration intracellulaire en ions chlorures (Alvarez-Leefmans et al., 1988; 

Plotkin et al., 1997).  

Isoformes : Chez l’homme, on connaît 2 variants d’épissage, hNKCC1a (Payne et al., 

1995) et hNKCC1b avec le 1a identique à mNKCC1 (Delpire et al., 1994) à 87%. Les 2 sont 

ubiquitaires, mais le 1b est surtout retrouvé dans le cerveau, mais absent du plexus choroïde 

(Randall et al., 1997; Vibat et al., 2001). La formation d’homodimères à la surface des 

cellules pourrait permettre la formation de pores fonctionnels pour le transport des ions 

(Moore-Hoon and Turner, 2000). 

Rôle : Le premier rôle mis en évidence pour NKCC1 est un rôle de régulateur du 

volume cellulaire au cours du phénomène de RVI (Regulatory Volume Increase), par sa 

capacité à faire entrer des ions dans la cellule. Il intervient également dans la sécrétion de sel 

par les épithéliums. Mais son rôle le plus étudié est lié à sa participation dans la régulation de 

l’homéostasie chlorure dans le SN en association avec le cotransporteur KCC2 dont nous 

parlerons plus loin (Payne et al., 2003). NKCC1 est fortement exprimé dans le cerveau et sa 

fonction d’accumulation des ions chlorures dans les neurones contribuerait à l’action 
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excitatrice du GABA à des stades précoces (Plotkin et al., 1997; Vardi et al., 2000; Yamada et 

al., 2004; Achilles et al., 2007; Delpy et al., 2008) (Cf. Paragraphe �III�B, p60). La souris 

NKCC1
-/-

 a permis de mettre en évidence le rôle du co-transporteur dans la maintenance d’un 

haut niveau de Cl
-
 dans les neurones de ganglions rachidiens dorsaux (Sung et al., 2000). En 

effet, chez cette souris, les auteurs ont observé une diminution significative de la [Cl
-
]i dans 

les neurones sensoriels. Cette souris présente également des troubles de l’audition, de 

l’équilibre, de la fertilité, une augmentation du seuil de douleur à la chaleur nocive et une 

diminution de l’allodynie induite par l’injection de capsaicine (Delpire et al., 1999; Laird et 

al., 2004). Confirmant les résultats obtenus chez la souris KO, des études ont mis en évidence 

un rôle anti-nociceptif des antagonistes des NKCC (Granados-Soto et al., 2005). Le rôle de 

NKCC1 dans les neurones sera traité plus en détail dans le chapitre �III�B. 

Régulation : En ce qui concerne la régulation de NKCC1, de nombreuses études ont 

démontré le rôle majeur de la phosphorylation sur son activité (Galan and Cervero, 2005). 

Dans cette étude, les auteurs ont montré que l’augmentation de la phosphorylation était 

associée à une mobilisation membranaire du co-transporteur. Parmi les kinases responsables 

de la phosphorylation de NKCC1, on trouve les protéines SPAK (Ste20-related Proline-

Alanine rich Kinase) et OSR1 (Oxidative Stress Response 1) appartenant à la famille des 

kinases ste20. Elles sont connues pour interagir avec le domaine cytoplasmique N-terminal 

des CCC (Piechotta et al., 2002; Dowd and Forbush, 2003; Gagnon et al., 2006). Elles 

phosphorylent NKCC1 sur 3 thréonines (203, 207 et 212) (Flemmer et al., 2002; Vitari et al., 

2006) (Figure 17). L’expression d’un dominant négatif de SPAK abolit l’activité de NKCC1 

(Dowd and Forbush, 2003). SPAK et OSR1 présentent 66% d’homologie, dont 90% 

d’homologie entre leur extrémité C-terminale catalytique. SPAK subit lui-même une 

phosphorylation activatrice par la famille des kinases WNK (With No Lysine), notamment 

WNK1, WNK3 et WNK4. WNK3 est capable d’activer l’influx de Cl
-
 via NKCC1 (Kahle et 

al., 2005).WNK4 et WNK1 phosphorylent SPAK sur deux sites, une sérine  en 383 et une 

thréonine en 243 (Moriguchi et al., 2005; Gagnon et al., 2006; Villa et al., 2007). Concernant 

OSR1, deux théories expliquant l’activation par WNK s’affrontent : il semble que la 

phosphorylation par WNK soit capable soit de faire ségréger la kinase en deux monomères 

actifs, soit de faire se rapprocher les monomères pour former une kinase active. Dans les deux 

cas, OSR1 activé peut phosphoryler à son tour le cotransporteur. L’utilisation de shRNA 

dirigé contre les kinases sur la lignée cellulaire 50B11, dérivée des neurones de ganglions 

rachidiens dorsaux, exprimant donc toutes les protéines impliquées dans notre système, a 

entrainé une diminution significative, de l’activité de NKCC1 (Geng et al., 2009). De plus, 
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selon les auteurs, la sur-expression de l’une des kinases est capable de compenser l’absence 

de l’autre. Notons par ailleurs qu’au cours de notre travail, nous avons utilisé un anticorps 

dirigé de manière spécifique contre NKCC1 phosphorylé en 212 et 217 (Flemmer et al., 

2002). Même s’il semble que SPAK et OSR1 soient les kinases majeures intervenant dans la 

phosphorylation de NKCC1, d’autres protagonistes ne sont pas à exclure. En effet, Vitari et 

coll. ont publié deux sites de phosphorylation différents de ceux de SPAK et OSR1 sur les 

thréonines 217 et 230 (Vitari et al., 2006). De plus, Darman et Forbush ont constaté que les 

thréonines 212, 217 et 230 étaient phosphorylées suite à un traitement à la forskoline, 

activateur de l’adénylate cyclase et donc de la protéine kinase A (Darman and Forbush, 2002). 

Enfin, NKCC1 présente des sites consensus de phosphorylation par la protéine kinase C 

(PKC) et la caséine kinase II, mais aucun lien direct n’a encore été démontré entre ces kinases 

et NKCC1. Pour contrebalancer l’activation par les kinases, il existe une inactivation par la 

protéine phosphatase 1 (PP1) (Darman et al., 2001) (Figure 17). Selon les auteurs, non 

seulement PP1 est capable de déphosphoryler NKCC1 pour l’inactiver, mais elle est 

également capable de déphosphoryler SPAK lorsque la kinase est associée à l’extrémité N-

terminale du cotransporteur.  

Pathologie : Dans le SNC, avant la maturation neuronale, NKCC1 est fortement 

exprimé dans les neurones primaires, expliquant en partie leur forte [Cl
-
]i. Après la naissance 

son expression diminue, excepté dans les neurones sensoriels où elle reste élevée. Suite à une 

lésion nerveuse, il se produit le phénomène inverse, à savoir une augmentation de l’activité 

NKCC1 due à une augmentation de la phosphorylation du cotransporteur et non à une 

augmentation de son expression (van den Pol et al., 1996; Pieraut et al., 2007).  
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Figure 17 : Schématisation de l’extrémité N-terminale de NKCC1 avec les différents sites de 

phosphorylation et le site de liaison de la Protéine Phosphatase 1 (Adapté de (Flemmer et al., 2002) 

- NKCC2 (Slc12a1)(ou BSC1, Bumetanide-Sensitive Cotransporter 1) a d’abord été 

caractérisé chez le rat, puis le lapin (Gamba et al., 1994; Payne and Forbush, 1994). Il est 

spécifique du rein où il permet la réabsorption du NaCl par la branche ascendante de l’anse de 

Helné. Sa mutation est responsable du syndrome de Bartter de type I, caractérisé par une 

hypertension artérielle. 

(2) Les KCCs :

Le transport KCC a été observé pour la première fois comme un efflux de potassium 

activé par le gonflement osmotique au niveau des érythrocytes (Lauf et al., 1992; Cossins and 

Gibson, 1997). Dans des conditions physiologiques, ils font sortir le potassium et le chlorure 

avec une stœchiométrie de 1:1 (Lauf et al., 1992). Des études ont montré que le domaine 

transmembranaire 2 était impliqué dans le transport cationique (Isenring et al., 1998a) et le 4, 

dans le transport anionique (Isenring et al., 1998b). C’est le gradient électrochimique du 

potassium qui apporte l’énergie nécessaire à la sortie d’ions Cl
-
. Les KCCs ne sont pas 

influencés par le potentiel transmembranaire. Mis à part KCC2, le transport KCC est activé 

par l’hypotonicité et intervient le phénomène de Regulatory Volume Decrease (RVD), c'est-à-

dire l’extrusion d’ions en réponse à l’hypotonicité ou à l’activité neuronale, de manière à la 

limiter et à protéger la cellule du gonflement cellulaire (Lauf et al., 1992; Cossins and Gibson, 
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1997). Les différents KCCs semblent se différencier principalement par leurs segments 

transmembranaires et la distribution des sites de phosphorylation, bien que certains soient 

conservés au sein de la famille (Mount et al., 1999). En effet, contrairement à NKCC1, les 

KCCs sont activés par la déphosphorylation. Les KCCs sont sensibles au bumétanide, mais de 

manière moindre par rapport aux NKCC, et au furosémide, qui sont des loop diuretics. A 

l’heure actuelle, l’inhibiteur le plus spécifique des KCC est le DIOA (acide dihydroindenyl-

oxy-alkanoique). L’activateur spécifique des KCC est le NEM (N-éthylmaleimide).  

- KCC1 (Slc12a4) : Il est retrouvé dans tous les tissus. C’est notamment le KCC majeur 

des érythrocytes (Pellegrino et al., 1998). hKCC1 possède 2 transcrits de 5.5 et 6-7kb (Larsen 

et al., 1993; Gillen et al., 1996; Liapis et al., 1998). C’est un « gène de ménage » intervenant 

dans la régulation du volume cellulaire et inactif en conditions isotoniques (Gillen et al., 

1996; Holtzman et al., 1998). L’injection de KCC1 par Mount et coll. en 1999 dans l’oocyte 

de Xénope a en effet montré une augmentation de l’entrée de 
86

Rb (X35) en condition 

hypotonique dépendante du chlorure extracellulaire et inhibée par le furosémide (Mount et al., 

1999). Il présente une forte expression dans les neurones sensoriels (Rivera et al., 1999), mais 

son rôle reste encore à élucider. 

- KCC2 (Slc12a5) :  

Localisation : Son expression est restreinte au système nerveux. En effet, l’analyse du 

gène murin a permis d’identifier une séquence de 21pb correspondant à une séquence 

consensus NRSE (Neuronal Restrictive Silencing Element) dans l’exon 1. Cette séquence 

permettrait l’expression neurone-spécifique de KCC2 (Karadsheh and Delpire, 2001). Dans 

les cellules non-neuronales, le facteur de transcription NRSF (ou REST) répriment la 

transcription du gène en se fixant sur la NRSE, alors que dans les cellules neuronales, 

l’absence de ce facteur de transcription autorise la transcription du gène et potentiellement 

l’expression de la protéine. Néanmoins, d’autres éléments semblent entrer en jeu pour assurer 

l’expression neuronale de KCC2 puisque l’ablation de la séquence NRSE n’empêche pas 

expression de KCC2 dans les neurones (Uvarov et al., 2005). Si l’on s’intéresse de plus près 

aux neurones sensitifs, la plupart des auteurs ont détecté un niveau faible, voire nul, de KCC2 

dans les neurones de GRD (Rivera et al., 1999; Coull et al., 2003; Stein et al., 2004; Gilbert et 

al., 2007). 
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Figure 18 : Schématisation de la structure de KCC2 (adapté de (Payne et al., 1996) 

Régulation : La présence en C-terminal d’un motif PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) lui 

permet d’être actif en conditions isotoniques (Mercado et al., 2006). Une étude basée sur 

l’expression ectopique de KCC2 dans les HEK-293 a montré que ce cotransporteur était 

insensible au gonflement cellulaire (Payne, 1997). Différents facteurs comme le BDNF 

(Rivera et al., 2002; Aguado et al., 2003; Rivera et al., 2004; Boulenguez et al., 2010), 

l’oestradiol et la testostérone (Galanopoulou and Moshe, 2003), des facteurs d’expression 

neuronale (Karadsheh and Delpire, 2001; Uvarov et al., 2005) et d’autres, régulent 

l’expression de KCC2. L’activité GABAergique est également capable de moduler le niveau 

d’expression de KCC2, ce qui permet de limiter la fenêtre de réponse dépolarisante durant la 

première semaine post-natale (Ganguly et al., 2001). En parallèle, le blocage chronique des 

canaux GABAA entraîne un décalage du switch en empêchant l’up-régulation de KCC2 

(Fiumelli and Woodin, 2007). Le contrôle par les neurones supra-spinaux semble être un 

paramètre important dans la régulation de KCC2. En effet, les projections sérotoninergiques, 

modifient l’activité des motoneurones lombaires, en activant le switch hyperpolarisant, sans 

doute via des modifications d’expression de KCC2 (Jean-Xavier et al., 2006). Bien que des 

modifications de son expression soient le plus souvent retrouvées après traumatisme, certaines 

pertes de fonction sont trop rapides pour être compatible avec cette seule explication (Fiumelli 

et al., 2005). D’autres mécanismes, comme des modifications post-traductionnelles sont 

impliqués dans la régulation de l’activité KCC2. En effet, la co-expression d’un mutant de 

SPAK, catalytiquement inactif, avec KCC2 stimule l’activité du cotransporteur (Gagnon et 
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al., 2006). Il apparaît que KCC2 est, au même titre que NKCC1, régulé par des mécanismes 

de phosphorylation / déphosphorylation, mais de manière inverse. Enfin, il a été démontré que 

WNK3, permettant comme nous l’avons vu la phosphorylation de NKCC1 par SPAK, est un 

inhibiteur de KCC2 (Kahle et al., 2005).  

Rôle : Dans le SNC, il y joue, aux côtés de NKCC1, un rôle important dans la 

régulation du gradient chlorure transmembranaire, et donc, dans la réponse neuronale au 

GABA, grâce à sa capacité à faire sortir les ions Cl
-
 (Lu et al., 1999; Rivera et al., 1999). 

L’augmentation de son expression au cours de la période périnatal (Rivera et al., 1999) 

permet notamment le phénomène de « switch chlorure », c'est-à-dire la forte diminution de la 

[Cl
-
]i après la naissance. L’ARNm de KCC2 est détectable dans la moelle épinière dès E10.5 

et son expression augmente au cours des 15 premiers jours après la naissance. Une expression 

précoce au cours du développement rend le GABA hyperpolarisant par une diminution 

prématurée du Cl
-
 intracellulaire (Chudotvorova et al., 2005; Fiumelli et al., 2005; Cancedda 

et al., 2007). A l’inverse, Stein et coll. ont montré que l’inhibition de KCC2 empêchait le shift 

du potentiel d’inversion du courant GABA (EGABA) au cours de la deuxième semaine post-

natal dans des neurones d’hippocampe en culture (Stein et al., 2004). A la fin de cette période, 

le niveau d’expression de KCC2 est le même que chez l’adulte. Comme nous le verrons par la 

suite (paragraphe �III�B.4), la diminution d’expression de KCC2 permet l’augmentation de la 

[Cl
-
]i en réponse à un traumatisme (Nabekura et al., 2002; Coull et al., 2003).  

Pathologie : Peu de mutations lui sont connues. En effet, un défaut d’activité KCC2 

mène à une létalité embryonnaire, comme ce qui est observé chez la souris KCC2
-/-

 (Hubner 

et al., 2001). Néanmoins, l’étude de la souris mutante KCC2, présentant 8-20% d’expression 

par rapport à la WT, a permis de mieux comprendre son rôle, par exemple dans la genèse des 

activités spontanées au cours du développement post-natal (Stil et al., 2011) 

- KCC3 (Slc12a6) : Ce cotransporteur a été mis en évidence en 1999 par trois équipes 

(Hiki et al., 1999; Mount et al., 1999; Race et al., 1999). Il présente 70 à 80% d’homologie 

avec les autres KCC. 

Localisation : KCC3 est retrouvé dans les cellules vasculaires endothéliales, le 

placenta, le foie, le poumon, le cœur, le muscle squelettique et le rein, le cerveau, la moelle 

épinière et les ganglions rachidiens dorsaux (Mount et al., 1999; Howard et al., 2002; 

Boettger et al., 2003; Byun and Delpire, 2007; Gilbert et al., 2007). Le gène Slc12a6, situé sur 

le chromosome 15, donne lieu à un épissage alternatif au niveau de l’exon 1, aboutissant à 2 

protéines, KCC3a, long de 1150 acides aminés et KCC3b, long de 1099 acides aminés et 
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essentiellement retrouvé dans le rein, au niveau du tube ascendant intermédiaire. Dans le 

cerveau, KCC3 semble exprimé par les neurones. Son expression par les cellules gliales est 

encore difficile à déterminer. En effet, bien qu’il soit co-exprimé dans le cerveau avec un 

marqueur d’oligodendrocytes (Delpire and Mount, 2002), d’autres auteurs ne l’ont pas 

observé dans la glie du cerveau, de la moelle épinière et des GRD (Boettger et al., 2003; Byun 

and Delpire, 2007). Selon Pearson et coll., il serait associé à la gaine de myéline entourant les 

axones (Pearson et al., 2001). Dans la moelle épinière, KCC3 semble exprimé dans les 

motoneurones (Boettger et al., 2003; Byun and Delpire, 2007), ce qui ne serait pas étonnant, 

puisque la souris KCC3
-/-

, dont nous parlerons plus loin présente une atteinte motrice notable. 

Enfin, dans les corps cellulaires des neurones sensitifs, KCC3 est retrouvé au niveau de la 

membrane plasmique et en intracellulaire (Byun and Delpire, 2007), alors que son ARNm 

n’est présent qu’entre P2 et P14 dans le nerf sciatique (Byun and Delpire, 2007).  

Régulation : Il est encore difficile d’affirmer avec exactitude que KCC3 est régulé par 

le gonflement hypotonique. En effet, certains auteurs pensent que c’est le cas (Mount et al., 

1999; Race et al., 1999), alors que d’autres non (Hiki et al., 1999; Shen et al., 2001). KCC3 

présente des sites de phosphorylation communs avec KCC2 au niveau des tyrosines 1087 et 

1054 (Mount et al., 1999). Rinehart et coll. ont montré qu’il existe 5 sites de phosphorylation 

sur KCC3, dont deux sont phosphorylés par WNK en conditions isotoniques et 

déphosphorylés par PP1 et/ou PP2 en conditions d’hypotonicité (Rinehart et al., 2009). Les 

auteurs ont également montré que cette déphosphorylation permet d’augmenter l’adressage de 

KCC3 à la membrane. WNK4 fait partie des kinases régulant les KCC, et plus 

particulièrement KCC3 (Garzon-Muvdi et al., 2007). Elle n’est cependant pas la seule, 

puisque la PKC, SPAK et OSR1 sont également connus pour réguler KCC3 (Mount et al., 

1999; Piechotta et al., 2002). L’étude de son extrémité C-terminale a montré que cette portion 

de la protéine permettait l’interaction et l’activation de KCC3 par la créatine kinase B (Salin-

Cantegrel et al., 2008). Enfin, concernant les kinases, une étude de 2003 a mis en évidence 

une régulation de KCC3 par le protoxyde d’azote (NO), via la voie PKG (Di Fulvio et al., 

2003). Il est régulé par le VEGF dans les cellules vasculaires endothéliales, phénomène 

prenant une grande importance au cours de la néo-vascularisation tumorale (Hiki et al., 1999). 

L’étude des neurones de l’hippocampe a permis de mettre en évidence son pattern 

d’expression développemental. KCC3, trouvé en faible quantité dans le cerveau à la 

naissance, voit son expression multipliée par 30 chez l’adulte (Pearson et al., 2001), ce qui 

sous-tend un rôle prépondérant dans ces neurones après la naissance et/ou uniquement chez 

l’adulte.  
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Rôle : Les rôles de KCC3 sont nombreux : réabsorption du K
+
 dans le plexus 

choroïde, développement et maintien de l’audition (cochlée), régulation de la pression 

artérielle,… et, ce qui nous concerne plus particulièrement, contrôle de l’homéostasie chlorure 

dans les neurones du cervelet, où il régule l’activité GABAergique dans les cellules de 

Purkinje (Boettger et al., 2003). En effet, grâce à des enregistrements en patch perforé, les 

auteurs ont montré que le GABA est moins hyperpolarisant en l’absence de KCC3. Une étude 

plus récente a également démontré le rôle de KCC3 dans la propagation du potentiel d’action 

le long du nerf périphérique (Sun et al., 2010). KCC3 jouerait donc un rôle dans le contrôle de 

l’activité électrique neuronale, ainsi que dans la propagation des signaux.

Pathologie : Chez l’homme, le locus KCC3 est associé à des épilepsies idiopathiques 

(Delpire and Mount, 2002). Il est également en cause dans certains troubles bipolaires, ainsi 

que dans des cas de schizophrénie et d’autisme… Toutes les mutations pathogènes connues de 

KCC3 mènent à une coupure plus ou moins importante de l’extrémité C-terminale. Parmi les 

mutations de KCC3 responsables de pathologies humaines, on trouve celles conduisant à la 

polyneuropathie sensitivomotrice avec agénésie du corps calleux (ACCPN, Agenesis of the 

Corpus Callosum associated with Peripheral Neuropathy), ou syndrome d’Andermann. C’est 

le premier désordre neuro-développemental du système nerveux central causé par un défaut 

de transport d’ions. En plus de l’aréflexie, du retard mental et de l’agénèse plus ou moins 

complète du corps calleux, cette maladie présente de nombreux symptômes, comme une 

amyotrophie, une scoliose, des caractéristiques morphologiques (hypertélorisme, un 

maxillaire hypoplasique, un menton proéminent, un front étroit, de grandes oreilles, une 

syndactylie, une brachycéphalie…), un retard psychomoteur et un trouble bipolaire (Howard 

et al., 2002; Meyer et al., 2005; Uyanik et al., 2006). Les premiers signes cliniques de cette 

maladie apparaissent durant la première année de vie. Des EEG épileptiformes sont également 

retrouvés chez des patients présentant une mutation de KCC3 (Boettger et al., 2003). 
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Figure 19 : Schématisation de KCC3 avec les différentes mutations répertoriées ainsi que les sites de 

phosphorylation (Adapté de (Galanopoulou, 2010) 

 Pour mieux comprendre les conséquences de ces mutations, deux souris knock-out 

pour KCC3 ont été créées (Howard et al., 2002; Boettger et al., 2003). Ces souris montrent 

des déficits de locomotion, une hypomyélinisation et un gonflement axonal des nerfs 

périphériques à partir de deux semaines après la naissance (Howard et al., 2002; Boettger et 

al., 2003; Byun and Delpire, 2007). Néanmoins, seule la souris du Dr Jentsch présente une 

atteinte centrale, au niveau de l’hippocampe et du cervelet, mais sans atteinte du corps 

calleux. Ils ont également observé une perte d’audition chez ces souris, due à des défauts de 

régulation ionique et volumique par les cellules ciliées de la cochlée (Boettger et al., 2003). 

Enfin, ils ont mis en évidence une augmentation de la concentration en Cl
-
 intracellulaire et un 

shift des réponses GABAergiques vers des valeurs plus hyperpolarisées dans les neurones du 

cervelet. Ceci prouve que KCC3 intervient dans le contrôle de l’homéostasie chlorure dans 

ces neurones. De plus, la diminution de la vitesse de conduction des motoneurones observée 

par Byun et coll. montre un rôle de KCC3 dans les motoneurones (Byun and Delpire, 2007). 

Bien que certaines études aient démontré la présence de KCC3 dans les cellules gliales, 

l’atteinte observée chez la souris serait principalement neuronale et non gliale (Boettger et al., 

2003). Selon les auteurs, KCC3 pourrait jouer le même rôle que KCC2 sur la régulation de la 

[Cl
-
]i et donc sur les effets du GABA. 
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- KCC4 (Slc12a7) : Tout comme KCC1, KCC4 est exprimé dans de nombreux tissus. 

Néanmoins, c’est dans le rein et la cochlée qu’il semble jouer un rôle plus important. Il 

permet le transport des ions potassiques et chlorures au travers des membranes épithéliales du 

tube proximal. D’ailleurs, la souris KCC4
-/-

 présente un défaut des sécrétions acides par les 

cellules intercalaires (Boettger et al., 2002). Dans la cochlée, l’absence de KCC4 est 

responsable d’une surdité liée au manque d’absorption du potassium par les cellules de Deiter, 

provoquant une dégénérescence des cellules externes de la cochlée (Boettger et al., 2002).  

(3) Les NCC :

Jusqu’à présent (1999), un seul NCC est connu. Il est inhibé par les diurétiques dérivés 

des thiazides. Sa structure a été découverte dans la vessie (Gamba et al., 1993), puis dans le 

cortex rénal (Gamba et al., 1994). Il permet la réabsorption du NaCl. Chez les mammifères, 

NCC est surtout exprimé au niveau de la membrane apicale rénale.  

c) Autres transporteurs de la famille slc:

On trouve parmi eux les familles de slc26 et des slc4. Elles interviennent dans la 

régulation du pH intracellulaire en transportant les ions chlorures couplés aux ions 

bicarbonates HCO3
-
. De part leur expression principalement rénale, peu de choses sont 

connues sur leur rôle dans les neurones. Au sein de la famille slc4, slc4a10 intervient dans le 

contrôle de l’excitabilité des neurones hippocampaux (Jacobs et al., 2008). La prestine, ou 

slc26a5, permet la détection des variations de voltage dans les cellules ciliées externes de 

l’organe de Corti (Rybalchenko and Santos-Sacchi, 2008). 

B. Rôle de l’homéostasie chlorure dans le système nerveux

Dans le système nerveux central, il existe une balance entre l’activité et l’inhibition 

d’activité. Cette régulation est permise grâce à deux neurotransmetteurs majeurs que sont le 

glutamate et le GABA (et glycine). Le glutamate peut se fixer sur des récepteurs 

ionotropiques, comme les récepteurs NMDA, AMPA et kaïnate, et activer l’entrée d’ions Ca
2+

et Na
+
. La dépolarisation ainsi obtenue est appelée potentiel post-synaptique excitateur 

(PPSE). En parallèle, le GABA se fixe sur son récepteur GABAA, perméable comme nous 

l’avons vu aux ions Cl
-
. Après fixation coopérative de deux molécules de GABA, un 



61

changement de conformation du récepteur est transmis au pore qui le fait passer d'un état 

fermé vers un état ouvert, ce qui a pour conséquence de le rendre perméable aux ions 

chlorures. Le passage de ces ions dépend de leur gradient électrochimique. Quand leur 

concentration intracellulaire est faible, l’ouverture de GABAA fait entrer les ions Cl
-
, 

entrainant une hyperpolarisation. Lorsqu’elle est élevée, c’est une sortie dépolarisante d’ions 

Cl
-
 qui se produit. Dans certaines conditions, physiologiques ou pathologiques, l’homéostasie 

chlorure peut être modifiée, déplaçant le potentiel d’inversion des ions chlorures (Erev ou 

EGABA ou ECl) (potentiel pour lequel aucun mouvement passif n’est possible). Ceci entraîne 

une inversion de l’activité du GABA associée à une modification de l’activité électrique 

neuronale. 

1. Homéostasie chlorure et développement

Le rôle de l’homéostasie chlorure au cours du développement a été très étudié, 

notamment dans le système nerveux central. Au cours du développement, l’activité excitatrice 

du GABA permet la mise en place de nombreux processus physiologiques comme la 

prolifération ou la différenciation neuronale, la migration des cellules, l’arborisation 

neuritique... Un des éléments majeurs de la transmission GABAergique est le « switch 

développemental » (Figure 20). En effet, la réponse médiée par les récepteurs GABAA peut 

être, soit dépolarisante, soit hyperpolarisante, en fonction de la concentration intracellulaire en 

ions chlorures. Chez les mammifères, dans le système nerveux central, NKCC1 et KCC2 sont 

connus pour réguler la [Cl
-
]i, (Uvarov et al., 2007). De nombreuses publications ont démontré 

l’expression réciproque de ces deux cotransporteurs pendant le développement post-natal 

(Plotkin et al., 1997; Kanaka et al., 2001; Li et al., 2002; Shimizu-Okabe et al., 2007; Lee et 

al., 2010a). Durant les premiers stades du développement et jusqu’à la 2
ème

 semaine post-

natale, l’expression préférentielle de NKCC1, dont l’ARNm est détectable dès E12.5, a pour 

conséquence une [Cl
-
]i élevée (25-30mM), produisant une dépolarisation membranaire en 

réponse au GABA (Plotkin et al., 1997), menant à une augmentation de la concentration 

intracellulaire en Ca
2+

 (Hales et al., 1994; Leinekugel et al., 1995; Obrietan and van den Pol, 

1995; Owens et al., 1996). Suivant le tissu, l’expression de NKCC1 diminue, voire disparaît 

au cours du développement (Kanaka et al., 2001; Wang et al., 2002). Lee et al., en 2010 ont 

montré que les régulations épigénétiques par méthylation de l’ADN et acétylation des 

histones intervenaient dans la régulation de l’expression de NKCC1 durant le développement 

post-natal (Lee et al., 2010a). Quant à KCC2, en fonction de la localisation, son ARNm est 
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retrouvé plus ou moins tôt au cours du développement (Li et al., 2002), mais son expression 

augmente dans bon nombre de zones du cerveau (cortex, hippocampe), ainsi que dans les 

motoneurones, durant 1 mois après la naissance (Lu et al., 1999; Rivera et al., 1999; Hubner 

et al., 2001; Li et al., 2002; Wang et al., 2002; Stil et al., 2009). Ainsi donc, la diminution 

d’activité de NKCC1 associée à l’augmentation de KCC2 font diminuer la [Cl
-
]i (10mM) 

rendant le GABA hyperpolarisant (Rivera et al., 1999; Payne et al., 2003). Plusieurs études 

ont montré que l’expression de KCC2 était entre autre régulée par le BDNF (Aguado et al., 

2003; Rivera et al., 2004; Carmona et al., 2006; Ludwig et al., 2011). Cette régulation est 

différente entre le développement, où le BDNF induit une augmentation de l’expression de 

KCC2 (Aguado et al., 2003; Wardle and Poo, 2003; Coull et al., 2005) et l’adulte, où la 

neurotrophine est responsable d’une diminution de son expression (Rivera et al., 2002; 

Ludwig et al., 2011). De plus, le GABA lui-même, ainsi que l’activité synaptique, sont 

capables d’augmenter d’expression de KCC2 après la naissance (Ganguly et al., 2001).  

Figure 20 : Régulation de l'homéostasie chlorure au cours du développement et chez le neurone adulte 

dans le SNC 

En raison des résistances membranaires élevées chez l’embryon, l’ouverture d’un seul 

canal GABAA est capable de générer un potentiel d’action (Serafini et al., 1995). La 

dépolarisation induite par l’activation des récepteur GABAA peut entrainer l’entrée de 

calcium via les canaux calciques voltage-dépendants. Ceci permet de supprimer le blocage 

des canaux NMDA par le magnésium et donc d’augmenter l’entrée de Ca
2+

 (Leinekugel et al., 
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1995) (Figure 21). L’expression différentielle des canaux NMDA chez l’embryon et chez 

l’adulte en fait un composant majeur de l’activité des réseaux neuronaux en développement. 

Figure 21 : Mécanisme d'activation des canaux NMDA par les canaux GABAA (adapté de (Ben-Ari, 2002) 

Bien évidemment, le système est plus complexe qu’il n’y parait. En effet, 

« dépolarisation » ne signifie pas obligatoirement « genèse d’un potentiel d’action ». Cette 

dépolarisation peut aboutir à l’inactivation des conductances sodiques par un mécanisme de 

« shunt » (Zhang and Jackson, 1995). Le GABA peut donc jouer le rôle d’inhibiteur et 

d’excitateur dans les neurones immatures.  

Dans les GRD, trois d’études ont été conduites sur l’homéostasie chlorure au cours du 

développement (Gilbert et al., 2007; Rocha-Gonzalez et al., 2008; Chabwine et al., 2009). 

Seule l’étude de Gilbert et coll., qui utilise une technique d’imagerie chlorure utilisant le 

MQAE (N-6-meth-oxyquinolinium acteoethylester), postule clairement qu’il y aurait un shift 

de la concentration intracellulaire en ions chlorure entre la première semaine post-natal et 

l’âge adulte. Ils n’ont pas mis en évidence de modifications d’expression des différents CCC 

entre le post-natal et l’adulte. Ils attribuent donc leurs résultats à des modifications post-

traductionnelles. Toutes ces études s’accordent à dire que NKCC1 est le co-transporteur 

principal permettant l’accumulation intracellulaire d’ions chlorures. 

2. Homéostasie chlorure et parturition

La parturition est connue pour être un moment traumatisant pour le nouveau né et peut 

entrainer des dommages neuronaux liés à l’anoxie. Tysio et coll. ont montré que la sécrétion 
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d’ocytocine par la mère au moment du travail, permet une protection contre le stress du 

nouveau né, en rendant le GABA inhibiteur (Tyzio et al., 2006). Ceci est dû à une chute 

brutale et transitoire de la concentration intracellulaire en ions Cl
-
 au niveau de l’hippocampe. 

Selon les auteurs, l’ocytocine interviendrait en inhibant l’activité de NKCC1. 

3. Homéostasie chlorure chez l’adulte

Dans le SNC adulte, l’activité neuronale est contrôlée par le glutamate et le GABA. Le 

premier est excitateur grâce à son action sur les récepteurs ionotropiques AMPA et NMDA, 

perméables au sodium, potassium et calcium. L’entrée de cation par ces canaux provoque 

l’apparition de potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE). En parallèle, le GABA, comme 

nous venons de le voir, possède une activité hyperpolarisante sur les neurones. Grâce au shift 

chlorure, la [Cl
-
]i est passée de 30mM à 5-10mM, ce qui permet une entrée d’ions chlorures 

via les récepteurs-canaux GABAA et la genèse de potentiel post-synaptiques inhibiteurs 

(PPSI). C’est par l’intermédiaire du GABA que les interneurones inhibiteurs régulent 

l’activité neuronale.  

Dans les GRD, les neurones sensitifs adultes présentent une [Cl
-
]i de l’ordre de 30mM, 

bien supérieure à celle retrouvée dans les neurones centraux (Sung et al., 2000; Gilbert et al., 

2007; Pieraut et al., 2007). En raison de cette forte [Cl
-
]i, l’ouverture des canaux GABAA et 

GlyR entraine une légère sortie d’ions Cl
-
, associée à une dépolarisation membranaire du 

soma (Desarmenien et al., 1984), des fibres périphériques (Ault and Hildebrand, 1994) et des 

fibres centrales projetant dans la corne dorsale de la moelle épinière (Curtis and Lodge, 1982). 

Cette dépolarisation conduit à l’inactivation partielle des canaux sodiques et calciques 

sensibles au voltage. C’est ce que l’on appelle la dépolarisation afférente primaire (PAD, 

Primary Afferent Depolarisation). 

4. Homéostasie chlorure et traumatisme

Certaines conditions pathologiques entrainant des dommages neuronaux, comme 

l’inflammation, l’axotomie, l’ischémie ou l’excitotoxicité peuvent modifier la [Cl
-
]i, même 

dans des neurones matures (Rivera et al., 2004; Pond et al., 2006; Pieraut et al., 2007). D’une 

façon générale il y a, soit une perte de l’effet inhibiteur (mort de neurones GABAergiques) 

(Moore et al., 2002), soit une inversion de l’inhibition vers l’excitation. L’augmentation de la 

[Cl
-
]i dans les neurones centraux a fait l’objet de nombreuses publications. Il est également 
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apparu que la [Cl
-
]i des neurones périphériques peut être augmentée suite à un traumatisme 

nerveux (Pieraut et al., 2007). Cette augmentation de l’homéostasie chlorure est cruciale pour 

permettre une amélioration de la vitesse de pousse des neurones. 

D’autres auteurs ont également mis en évidence une modification de la [Cl
-
]i dans les 

motoneurones suite à une lésion du nerf vague ou du nerf facial (Nabekura et al., 2002; 

Toyoda et al., 2003). Dans le système nerveux central, de tels changements résultent 

majoritairement de la diminution d’expression de KCC2, responsable de la spasticité 

(Nabekura et al., 2002; Wake et al., 2007; Boulenguez et al., 2010). Certaines études ont 

montré que la lésion nerveuse ne modifie pas l’expression de NKCC1 (Nabekura et al., 2002; 

Galeffi et al., 2004), alors que d’autres montrent une sur-expression (Pond et al., 2006; 

Shimizu-Okabe et al., 2007). Plus récemment, il a été démontré que l’ischémie augmente 

l’expression de l’ARNm de NKCC1 via des jeux de méthylation de l’ADN (Lee et al., 

2010a). Enfin, comme nous l’avons vu précédemment (paragraphe �III.A.2.b)(1)), l’activité de 

NKCC1 dépend de régulations post-traductionnelles via des jeux de phosphorylation / 

déphosphorylation. Néanmoins, les mécanismes de régulation développementale et 

physiopathologique de leur expression ainsi que de leur activité restent peu connus.  

5. Homéostasie chlorure et douleur

Au niveau de la moelle épinière, il existe un mécanisme permettant de filtrer les 

informations provenant de la périphérie avant qu’elles n’atteignent le cerveau ou ne 

retournent à la périphérie : c’est l’inhibition pré-synaptique. Une des hypothèses expliquant 

cette inhibition est la théorie du « gate control » (Melzack and Wall, 1965). 

Théorie du “gate control“ :

Les fibres mécanoceptives A� de grand diamètre et myélinisées peuvent antagoniser 

les entrées afférentes primaires nociceptives de la corne dorsal via un mécanisme d’inhibition 

par les interneurones GABAergiques (Figure 22). C’est la dépolarisation afférente primaire 

(PAD, Primary Afferent Depolarisation). C’est un barrage d’impulsions dans les afférences 

primaires entraînant une dépolarisation dans les autres afférences primaires de la moelle 

épinière. Les PAD diminuent l’amplitude des PA en approche et diminue la libération 

d’acides aminés excitateurs. Ceci explique l’inhibition pré-synaptique au niveau des 

terminaisons centrales des afférences primaires, premier relai au niveau de la moelle épinière. 
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Figure 22 : Schématisation de la théorie du "gate control" et conséquences de la lésion nerveuse 

Dans des conditions normales, la dépolarisation des afférences primaires C et A� par 

les fibres A� mène à une inhibition des fibres nociceptives. En cas d’inflammation, les PAD 

seraient augmentés et entraîneraient une dépolarisation excessive et persistante des fibres C et 

A� au dessus de leur seuil de PA (Figure 22). En effet, de manière similaire à ce qui se 

produit au cours du développement, l’augmentation des PAD permettrait une dépolarisation 

post-synaptique suffisante pour activer les récepteurs NMDA et provoquer la génération des 

potentiel d’action ortho- et antidromiques (Figure 21) (Pour revue : (Delpire and Austin, 

2010). La propagation antidromique du PA (notée 2 sur la Figure 22), appelée « réflexe des 
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racines dorsales » (DRR, Dorsal Root Reflex) est responsable de la douleur dite neurogénique. 

La propagation orthodromique (notée 1 sur la Figure 22), quant à elle, induit des entrées des 

fibres A� dans la voie nociceptive, et pourrait être le mécanisme à l’origine de l’allodynie 

mécanique. Les récepteurs NMDA semblent jouer un rôle prépondérant dans ce mécanisme. 

De plus, l’injection intradermique de capsaicine chez la souris NKCC1
-/-

 montre une 

réduction de l’allodynie par rapport aux souris sauvages (Laird et al., 2004). NKCC1 est donc 

effectivement impliqué dans les mécanismes de douleur et l’apparition du réflexe de racines 

dorsale. 

Il existe dans la moelle un deuxième niveau d’inhibition, proche de l’inhibition pré-

synaptique. C’est l’inhibition post-synaptique, également permise par les interneurones 

inhibiteurs. Ces derniers, en réponse à la stimulation par les fibres A�, libèrent du GABA sur 

les neurones spinaux produisant une hyperpolarisation membranaire. Celle-ci est due à 

l’activité prépondérante de KCC2 dans ces neurones qui diminue la [Cl
-
]i. 

En l’absence de lésion, l’administration dans la moelle épinière d’antagonistes des 

récepteurs GABAA et GlyR entrainent une hypersensibilité similaire à celle observée après 

lésion nerveuse. Ceci est dû à une diminution des courants post-synaptiques inhibiteurs dans 

les neurones de la corne dorsale. Bien que cette théorie soit contredite (Polgar et al., 2005), 

Moore et coll. ont émis l’hypothèse d’une mort des interneurones inhibiteurs suite à la lésion 

(Moore et al., 2002). 

La désinhibition semble également être liée à une modulation de la signalisation 

glycinergique (Harvey et al., 2004). En effet, la lésion spinale induit une libération de la 

prostaglandine PGE2 qui agit sur son récepteur EP2, exprimés par les interneurones 

excitateurs et les neurones de projection dans la corne dorsale superficielle. L’activation de la 

voie AMPc-PKA par ces récepteurs serait à l’origine de la phosphorylation de la sous-unité 

GlyR�3 du récepteur à la glycine, rendant les neurones insensibles au ligand. 

IV. Problématique

Mon travail de thèse a donc porté sur deux points. Tout d’abord, nous avons étudié 

une voie de signalisation impliquée dans la balance de l’homéostasie chlorure neuronale après 

lésion. Partant du principe que l’interleukine 6 intervient dans la régulation post-traumatique 

de l’homéostasie chlorure neuronale, et que d’autre part, le co-transporteur cation-chlorure 

NKCC1 est responsable de l’augmentation de la [Cl
-
]i dans les neurones sensitifs axotomisés, 

nous avons voulu déterminer si l’IL6 permettait l’activation de NKCC1 après lésion nerveuse 
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périphérique, et si oui, par quelle voie de signalisation. La seconde partie de mon travail a été 

d’étudier le rôle de KCC3 dans la régulation de l’homéostasie chlorure de ces mêmes 

neurones au cours du développement et chez l’adulte. En effet, l’existence d’une pathologie 

sensorimotrice liée à KCC3 (le syndrome d’Andermann) fait de ce co-transporteur un 

régulateur clé dans la physiologie neuronale. De plus, la souris KCC3
-/-

 présente, elle aussi, un 

phénotype sensorimoteur dès la période post-natale et continuant chez l’adulte. Selon certains 

auteurs le phénotype murin observé ne serait pas lié aux cellules gliales, mais plutôt aux 

neurones. Par des approches principalement électrophysiologiques et immunohistochimiques, 

nous avons donc cherché à comprendre le rôle de KCC3 dans la mise en place et le 

fonctionnement du système nerveux périphérique. 
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I. Animaux et modèles d’étude

Pour le projet KCC3, les animaux utilisés sont des souris de la souche C57/Bl6. Pour 

le projet IL6, les animaux utilisés sont des souris SWISS et C57/Bl6. Elles sont hébergées 

dans une animalerie conventionnelle à température ambiante de 19-21°C et hydrométrie 

contrôlée. Elles sont manipulées selon les règles en vigueur du comité d’éthique français. 

A. Lignée KCC3

Cette lignée a été créée par l’équipe du Docteur Eric Delpire (Nashville, Tennesse, 

USA) (Howard et al., 2002) selon la construction décrite Figure 23. 

Figure 23 : Construction de la souris KCC3-KO (Howard et al., 2002) 

Brièvement, au moyen d’enzymes de restriction, une cassette LacZ, codant pour 

l’enzyme bactérienne �-galactosidase a été intégrée dans l’exon 3 du gène codant pour la 

protéine KCC3. De cette manière, non seulement les cellules KCC3 n’expriment plus la 

protéine, mais en plus, le gène rapporteur �-gal permet de les mettre en évidence. 

L’accouplement des souris hétérozygotes KCC3
+/-

 permet d’obtenir des individus KO, mais 

également des WT, qui servent de contrôle dans toute cette étude, afin de s’affranchir de tout 

problème de dérive du génome et donc toute différence non liée à l’absence de KCC3. 

B. Lignée Il6
-/-

Cette lignée, fournie par S. Hopkins et R Grencis (University of Manchester, UK) 

(Kopf et al., 1994). Chez cette souris, une cassette néo est intégrée dans l’exon 2, 

correspondant au premier exon codant (Figure 24). 
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Figure 24 : Construction de la souris IL6-KO (Kopf et al., 1994) 

C. Génotypage

Les souris KCC3
-/-

 étant stériles, il n’est possible de croiser que des individus 

hétérozygotes. La descendance se retrouve donc composée de souris hétérozygotes, de souris 

KO et de souris sauvages. Le problème ne se pose pas chez la lignée IL6, puisque les 

individus KO restent fertiles. De manière générale, un génotypage systématique est effectué 

sur chaque animal dans les trois semaines suivant la naissance. Un échantillon est prélevé sur 

l’animal et est digéré dans une solution de tampon de lyse (100 �g/ml) (100 mM de TrisHCl, 

5 mM d’EDTA, 200 mM de NaCl et 0.2% de sodium dodécyl sulfate (SDS)) et de protéinase 

K (100 �g/ml). Après 5h de digestion à 55°C, la solution est centrifugée à 14000 rpm de 

manière à culoter les débris, l’ADN restant en suspension. Une fois le surnageant prélevé, 

l’ADN est précipité au moyen d’isopropanol. Après une centrifugation à 14000 rpm, le 

surnageant est retiré et le culot d’ADN est séché puis resuspendu dans 100 �L d’eau. 

Une PCR permet, grâce à l’utilisation de primers (1�M) dirigés contre chacune des 

deux séquences d’ADN, et à un kit de génotypage (Red Extract, Sigma®) contenant tous les 

constituants nécessaires (dont la taq polymerase et les dNTP), d’amplifier la portion de 

séquence du gène contrôle et/ou mutant. Les séquences des primers sont les suivantes : 

Gène KCC3 :

Séquence sens : 5
-GAACTTTGTGTTGATTCCTTTGG-3


Séquence anti-sens allèle contrôle : 5
-TCTCCTAACTCCATCTCCAGGG-3


Séquence anti-sens allèle mutant: 5
-TACAACACACACTCCAACCTCCG-3
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Gène IL6 :

Séquence sens : 5’-TTCCATCCAGTTGCCTTCTTGG-3’ 

Séquence anti-sens allèle contrôle: 5’-TTCTCATTTCCACGATTTCCCAG-3’ 

Séquence anti-sens allèle mutant : 5’-CCGGAGAACCTGCGTGCAATCC-3’ 

L’amplification des 2 séquences pour chacun des gènes se fait à 59°C et séparément 

afin d’éviter toute interférence entre les 2 couples de primers. 

Suite à la PCR, les solutions d’ADN sont transférées sur gel d’agarose 1.5% contenant 

du SybrSafe (0.01%), et révélée aux ultra-violets. 

D. Culture cellulaire

1. Culture des neurones adultes
  

Les animaux sont sacrifiés entre six et douze semaines après leur naissance par 

inhalation de CO2 et dislocation cervicale. Après ouverture de la colonne vertébrale, les 

ganglions rachidiens dorsaux L4 et L5 sont prélevés sous hotte stérile (Figure 25). Ils 

subissent tout d’abord une dissociation enzymatique au moyen de collagénase A (1mg/ml, 2 

fois 45 minutes d’incubation) et de trypsine (0.25%, 30 minutes d’incubation). Puis une 

dissociation mécanique grâce à une pipette pasteur érodée à la flamme permet de séparer 

complètement les neurones. Après centrifugation, ils sont ressuspendus dans un milieu de 

culture Neurobasal, supplémenté de B27 (2%), de glutamine (2mM) et d’antibiotiques 

(pénicilline, streptomycine) (0.2mg/ml), et ensemencés, à raison de 10000 neurones/puit, dans 

des boîtes de cultures préalablement traitées à la poly-ornitine (0.5mg/ml) et à la laminine 

(5�g/ml)pour permettre l’adhérence des cellules. Les neurones sont maintenus dans un 

incubateur à 37°C à 5% de CO2. Environ 2h après la mise en culture, le milieu de culture est 

renouvelé afin d’enlever les cellules mortes et les débris tissulaires. Les neurones sont ensuite 

étudiés après un jour in vitro. 



73

Figure 25 : Coupe frontale d’une colonne vertébrale de souris 

2. Culture de neurones post-nataux

L’étude post-natale porte sur des nouveaux nés âgés de 1 à 6 jours. Après décapitation, 

la colonne vertébrale est ouverte en deux et les GRD sont prélevés directement. Ils subissent 

une dissociation enzymatique à la collagénase (1mg/ml, 18 à 25 minutes d’incubation), puis à 

la trypsine (0.25% dans du PBS 0Ca
2+

-0Mg
2+

, 18 à 25 minutes d’incubation). La suite du 

protocole est la même que pour les GRD adultes. 

E. Axotomie

Les souris sont anesthésiées par inhalation d’isoflurane. Le nerf sciatique est sectionné 

à mi-cuisse et une portion de 2-3 mm est retirée afin d’empêcher toute reconnexion des fibres 

nerveuses. Les animaux sont sacrifiés 4 à 7 jours après axotomie et les ganglions sont 

prélevés. 

II. Electrophysiologie

A. Mesure des concentrations en ions chlorures intracellulaires

La technique de patch perforé est utilisée afin de déterminer la concentration en ions 

chlorures intracellulaire. Cette technique est basée sur l’utilisation dans l’électrode d’un 

antibiotique, la gramicidine A. Celle-ci créé des pores dans la membrane, plus exactement des 

pores sélectifs, car perméables aux cations, mais imperméables aux anions comme le chlorure. 

L’utilisation de la gramicidine permet ainsi de garder intacte la concentration en Cl
-

intracellulaire, et donc de pouvoir la mesurer (Figure 26).  



74

Figure 26 : Schéma de la technique de patch perforé avec la gramicidine 

Afin d’isoler les conductances chlorures, les milieux d’enregistrement utilisés 

permettent le blocage des autres courants ioniques. Le milieu intra-pipette contient du césium 

(145mM), bloqueur des courants potassiques (Figure 27). Les conductances sodiques sont 

supprimées grâce à l’utilisation de tétra-éthyle-ammonium (TEA) (140mM) en remplacement 

du sodium dans le milieu extracellulaire. Afin de s’affranchir des courants calciques, le milieu 

extracellulaire est dépourvu de calcium, remplacé par du magnésium de manière à conserver 

la même quantité d’ions divalents et une osmolarité extracellulaire correcte, de l’ordre de 

310mOsm (Figure 28). 

Figure 27 : Composition du milieu intracellulaire 

Figure 28 : Composition du milieu extracellulaire 0Ca 
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Après avoir formé un gigaseal avec les cellules, un temps d’attente est nécessaire pour 

permettre à la gramicidine (50�g/ml) (Fluka, St Quentin Fallvier, France) d’opérer. 

L’enregistrement, effectué au moyen du logiciel pClamp8.2 (Dipsi Industrie, Chatillon, 

France) est possible lorsque la résistance d’accès (Ra) est comprise entre 80 et 50Mohm. Un 

protocole de rampe faisant passer le potentiel de -80 mV à +40 mV est ensuite appliqué à la 

cellule en mode Voltage Clamp (Figure 29).  

Figure 29 : Protocole d’enregistrement électrophysiologique 

Une fois atteint une résistance d’accès de 50M�, une application brève de 100 µM de 

muscimol, agoniste des canaux chlorures GABAA, permet d’activer la conductance chlorure 

et donc de mesurer le potentiel d’inversion des ions chlorures. Grâce à l’équation de Nernst 

(Erev=RT/ZF*(log([Cl
-
]
i
/[Cl

-
]e))), et connaissant la valeur de RT/ZF (� 58mV à température 

ambiante) et de [Cl
-
]e (147mM), il est aisé de déterminer [Cl

-
]i. 

B. Utilisation d’un inhibiteur de KCCs, le DIOA

De manière à reproduire les effets observés chez la souris KCC3
-/-

, nous avons utilisé 

la pharmacologie. Le DIOA (Acide dihydroindenyl-oxy-alkanoique) est un inhibiteur 

spécifique des KCCs. Afin de déterminer si KCC3 joue ou non un rôle physiologique chez 

l’adulte, nous avons enregistré l’homéostasie chlorure de neurones adultes en culture pré-

incubés durant 1h avec du DIOA à 30�M. 

III. Imagerie calcique

L’effet de l’activation des récepteurs GABAA des neurones est évaluée le jour de la 

culture cellulaire ou après 24h par imagerie via la mesure du calcium intracellulaire au moyen 

d’une sonde fluorimétrique à double excitation et simple émission, le Fura-2-acetoxymethyl 

ester (Fura-2-AM). Cette sonde, capable de traverser la membrane, est estérifiée, ce qui la 
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piège dans le cytoplasme. La liaison du Fura-2, ainsi obtenue, avec le calcium intracellulaire 

provoque un déplacement du spectre d’émission (
=510nm) sans changement des spectres 

d’excitation (
=340 et 380nm). Ainsi, une augmentation de la concentration en Ca
2+

 se traduit 

par une augmentation de l’émission de fluorescence à 340nm et par une diminution de 

l’émission de fluorescence à 380nm. L’alternance des deux longueurs d’onde est obtenue 

grâce à un miroir tournant à une fréquence de 50Hz. Tous les résultats présentés 

correspondent au ratio de fluorescence 340/380. 

Après un chargement de 40-45 minutes à 37°C des neurones avec une solution de 

Fura-2-AM (2.5�M), et de pluronique (0.02%, détergent non-ionique facilitant l’entrée et la 

déestérification du fluorophore), un protocole d’imagerie est appliqué : 

La composition des différents milieux est donnée dans les Figure 30 et Figure 31. 

Environ 30 secondes après le début du protocole, un puff de Lock Normal est appliqué de 

manière à exclure toute réponse due à la l’effet “perfusion“. Puis, après 120 secondes, une 

solution de muscimol (50�M, dilué dans du Lock Normal) est injectée afin d’observer l’effet 

du muscimol sur la [Ca
2+

]i et donc l’apparition éventuelle d’une dépolarisation membranaire. 

Pour finir, environ 7 minutes après, lapse de temps permettant à la cellule de retrouver une 

physiologie normale, un puff de KCl (50mM) est effectué pour confirmer que les cellules sont 

excitables, donc en vie. En effet, le potentiel de repos étant principalement lié aux 

conductances potassiques, une augmentation de sa concentration extracellulaire permet de 

dépolariser la membrane, entraînant l’ouverture des canaux calciques dépendants du voltage 

et l’entrée de calcium dans la cellule. Il est à noter que toutes les cellules ne répondant pas au 

KCl sont retirées de l’analyse, de même que celles répondant à la perfusion de Lock Normal, 

pour ne pas prendre en compte un éventuel effet lié à la perfusion en elle même. 

Figure 30 : Composition du milieu Lock Normal 
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Figure 31 : Composition du milieu KCl 

IV. Révélation de la �-galactosidase

Le protocole utilisé est très proche de celui développé par Vernet et al. en 1993 

(Rosenberg et al., 1992; Vernet et al., 1993; Kelley et al., 1994). Une fois prélevés, les GRD 

sont fixés dans du glutaraldéhyde 2% pendant 2 heures à 4°C. Après incubation d’une nuit 

dans du sucrose 25% à 4°C, les GRD sont inclus dans de l’OCT à -50°C et des coupes de 

14�m sont effectuées au moyen d’un cryostat. Après rinçage au PBS à 37°C, les lames sont 

incubées à 37°C en présence d’une solution de révélation, contenant un substrat 

chromogénique de la �-galactosidase, le X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-�-D-

galactoside), jusqu’à apparition d’une coloration bleutée (� 9h), voire toute un nuit. En effet, 

la �-galactosidase coupe son substrat, donnant un précipité bleu. La composition du milieu de 

révélation est donnée dans les Figure 32 et Figure 33. Les lames sont ensuite rincées 

abondamment au PBS afin d’arrêter la réaction de révélation, et montées sous lamelle avec du 

moviol. 

Figure 32 : Composition de la solution détergente 

Figure 33 : Composition du tampon de révélation 
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Les coupes sont observées au moyen d’un scanner de lame de type Nanozoomer® 

(Hamamatsu®) 

V. Immunohistochimie sur tranche GRD  

Les ganglions rachidiens dorsaux sont prélevés et fixés pendant 2h dans du 

Paraformaldéhyde 4% à température ambiante. Après un rinçage dans un tampon phosphate 

de type PBS, les GRD sont incubés durant une nuit à 4°C dans une solution de sucrose à 25% 

afin de les cryo-conserver. Pour finir, ils sont inclus dans  de l’OCT à -50°C et conservés à -

80°C jusqu’à la coupe. Des coupes de 14�m sont obtenues au moyen d’un cryostat et 

déposées sur lames. Ces lames sont ensuite conservées à -20°C jusqu’au jour de l’expérience. 

Après avoir réhydraté les coupes au moyen de PBS, on effectue un blocage des sites 

aspécifiques de liaison de l’anticorps secondaire. Pour ce faire, les lames sont incubées 30 

min à température ambiante dans une solution de PBS contenant du sérum d’âne (10%), dont 

les anticorps permettent de saturer les sites aspécifiques. Les lames sont ensuite incubées une 

nuit à 4°C avec l’anticorps primaire anti-KCC3 (400ng/ml dans du PBS 1% Sérum d’âne 

0.1% Triton, sc-19424, Santa Cruz®) ou l’anticorps anti-IL6-R� (10�g/ml), tous deux issus 

de la chèvre. Le site de fixation de l’anticorps anti-KCC3 se trouve dans la partie C-Terminale 

intracellulaire de la protéine, partie présente chez les animaux sauvages, mais délétée chez les 

animaux KO. Après 3 lavages au PBS, les lames sont incubées 1h à température ambiante 

avec l’anticorps secondaire, l’Alexa 594, créé chez l’âne et reconnaissant les anticorps 

primaires de chèvre, et dilué au 1/1500
ème

 dans du PBS 1% Sérum d’âne ± 0.1% Triton. Enfin 

les coupes sont rincées au PBS et montées sous lamelle au moyen de moviol. 

Afin de mettre en évidence les populations KCC3 et IL6-R�, j’ai effectué des double-

immunohistochimies au moyen d’anticorps connus de sous-populations : TrkA, trkB, 

Parvalbumine, glutamine synthétase et phospho-NKCC1 (Flemmer et al., 2002). Dans le cas 

de TrkB, de la Parvalbumine et de phospho-NKCC1, un démasquage est nécessaire pour 

permettre aux anticorps d’avoir accès à leur site antigénique (Figure 34). Pour ce faire, les 

lames sont incubées 5 minutes à température ambiante, puis 15 minutes à 68°C dans un 

tampon de citrate de sodium. Après refroidissement les échantillons sont rincés avec du PBS 

et le protocole d’immunohistochimie est appliqué.  Les images ont été prises avec un 

microscope droit équipé d’un module apotome (Zeiss) et d’une caméra CCD AxioCam, aux 

objectifs X20 ou X40 ou un microscope confocal LSM5 (Zeiss) pour l’analyse de 
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colocalisation. L’acquisition d’image et l’analyse ont été faites au moyen du logiciel Axio 

Vision (Zeiss). 

Figure 34 : Composition du tampon de citrate de sodium 

Figure 35 : Liste des anticorps utilisés 

VI. RT-PCR quantitative sur les ganglions rachidiens 

dorsaux

A. Extraction et dosage de l’ARN

Les ganglions rachidiens dorsaux sont prélevés et stockés à -20°C dans du RNA later, 

afin d’éviter la dégradation de l’ARN, jusqu’à extraction. Le jour de l’extraction, les GRD 

sont décongelés dans la glace et le RNA later est retiré au moyen d’une seringue et d’une 

aiguille pour ne pas absorber les GRD.  

L’extraction de l’ARN est faite au moyen d’un kit d’extraction RNeasy® de 

Quiagen® (#74104). Les GRD sont mis en suspension dans environ 500µl de tampon RLT 

(fourni dans le kit) contenant du �-mercaptoéthanol (1%) et sont dissociés par écrasement au 

moyen d’un pilon puis homogénéisés au moyen d’une seringue et d’aiguilles de plus en plus 

fines. Après la dissociation, le liquide est trouble, et sans morceaux de GRD. Le lysat est 

ensuite centrifugé 3 minutes à 14000rpm (à 4°C, tout comme les centrifugations suivantes) et 

le surnageant, contenant les acides nucléiques, est récupéré. On ajoute ensuite de l’éthanol 
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70% à une stœchiométrie de 1:1 et on mélange la solution par pipetage de façon à précipiter 

les acides nucléiques. Environ 500�l de solution sont déposés sur une colonne de filtration 

(fournie dans le kit) et centrifugé à 10000rpm de manière à éliminer le liquide et à conserver 

les acides nucléiques. On dépose ensuite 700�l de tampon RW1 (fourni dans le kit) sur la 

colonne de manière à éluer l’ADN, puis on centrifuge 15s à 10000rpm. Du tampon RPE 

(fourni dans le kit), auquel on a préalablement ajouté 4 volumes d’éthanol 100%, est ajouté 

dans la colonne qui est ensuite centrifugée 15s à 10000rpm. Après avoir recommencé cette 

étape, on effectue une centrifugation à 14000rpm durant 1 minute pour bien rincer. Pour finir, 

25µl (post-natal) ou 30µl (adulte) d’eau RNAse free (fournie dans le kit) est ajoutée à la 

colonne et centrifugée 1 minute à 10000rpm afin d’éluer l’ARN. 

Le dosage de l’ARN se fait au moyen d’un Nanodrop® et du logiciel d’analyse fourni. 

La concentration est mesurée dans 1.5µl de solution et donnée en µg/µl. Connaissant la 

quantité totale de solution, on détermine la quantité totale d’ARN 

B. Rétro-transcription des ARN extraits (RT-PCR)

Le même jour que l’extraction, la RT-PCR est faite au moyen du kit miScript Reverse 

Transcription® de Quiagen®. La solution pour la RT-PCR ainsi que le protocole pour 

thermocycler sont donnés dans les Figure 36 et Figure 37. 

Figure 36 : Composition de la solution de RT-PCR 

Figure 37 : Protocole de Thermocycler 

La transcription inverse se fait dans un thermocycler. Les échantillons sont incubés 60 

minutes à 37°C, température d’activation de la HotStar Taq polymérase, puis 5 minutes à 

95°C pour inactiver l’enzyme. Puis les échantillons sont stockés à -20°C jusqu’à 

quantification. 
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C. Dosage des ADNc obtenus par RT-PCR (Q-PCR)

Les échantillons d’ADNc sont d’abord dilués dans de l’eau RNAse free au 1/10
ème

 ou 

au 1/5
ème

 de façon à obtenir 100 mg. La Q-PCR est réalisée sur 10 ng d’ADNc au moyen d’un 

kit miScript SYBR Green PCR® de Quiagen® et de primers spécifiques à chaque ADNc 

d’intérêt (0.5�M). Les proportions de chaque solution ainsi que le protocole d’amplification 

par Lightcycler (Roche Diagnostics) et les séquences des primers sont donnés dans les Figure 

38, Figure 39 et Figure 40. 

Figure 38 : Composition de la solution de Q-PCR 

Figure 39 : Protocole de Lightcycler 
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Figure 40 : Séquences des primers utilisés pour la Q-PCR 

Après amplification, les courbes d’amplification et de fusion sont analysées. Afin de 

contrôler qu’il n’y a pas eu d’amplification aspécifique, les échantillon sont récupérés et 

déposés sur gel d’agarose 1.5% afin de contrôler que la taille des séquences amplifiées 

correspond à la taille prédéterminée des ARNm. Les produits de PCR sont également envoyés 

pour séquençage (Millegen, Labège, France). L’analyse des variations d’expression des 

transcrits est effectuée par la méthode du �Ct. Celui-ci correspond à la différence entre les 

valeurs de Ct, déterminée par l’équation 2
-�Ct

.  

VII. Statistiques

Toutes les valeurs sont exprimées comme la moyenne ± écart moyen à la moyenne. 

Les comparaisons de moyennes observées dans les différents groupes sont calculées en 

utilisant un test d’analyse de variances (One way ANOVA suivi d’un test post-hoc de 

Bonferroni), ou un test t de Student ou un test de �². Pour les résultats de qRT-PCR, un test U  

de Mann et Whitney a été utilisé. Une valeur de P<0.05 est considérée comme significative. 

Le logiciel utilisé pour les analyses statistiques est GraphPad Prism 5 (GraphPad Software 

Inc., La Jolla, Californie). 
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I.Régulation du cotransporteur NKCC1 par la cytokine 

Interleukine 6

A. Résumé et stratégie expérimentale

Notre équipe a précédemment démontré qu’une lésion nerveuse entrainait une 

augmentation de la [Cl
-
]i dans les neurones axotomisés présentant une pousse dite élonguée 

(Pieraut et al., 2007). Néanmoins, peu de choses sont connues concernant les voies de 

signalisation impliquées dans ce phénomène. Parmi les acteurs moléculaires connus 

intervenant dans la régénération nerveuse, la cytokine pro-inflammatoire Interleukine 6 

apparaît comme un candidat intéressant dans notre système. 

Par des approches in vitro et in vivo, nous avons constaté que l’expression de l’IL6, 

ainsi que son récepteur, l’IL6-R�, étaient augmentés dans les neurones sensitifs après 

axotomie du nerf sciatique. Par la suite, l’étude de l’homéostasie chlorure de ces neurones en 

culture a montré que l’IL6, via son récepteur, permettait la phosphorylation activatrice de 

NKCC1 dans les neurones mécano- et proprioceptifs, de moyen et grand diamètres. 

B. Résultats

1. L’IL6 régule la [Cl
-
]i des neurones sensitifs axotomisés in 

vitro

Avant d’avancer que l’IL6 joue un rôle dans la régulation de la [Cl
-
]i des neurones 

sensitifs in vitro, il faut d’abord démontrer que la cytokine est exprimée et sécrétée dans notre 

milieu de culture. Nous avons tout d’abord étudié l’effet de la lésion sur l’expression de l’IL6 

dans les GRD. Trois jours après l’axotomie l’expression normalisée de l’ARNm de l’IL6 dans 

les GRD L4-L5 lésés (1.45 ± 0.06, n=4) est trois fois plus élevée que dans les contrôles (0.50 

± 0.08, n=4) (Figure 41). 
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Figure 41 : Mesure par qRT-PCR de la quantité d’ARNm codant pour l’IL6 dans des ganglions 

rachidiens dorsaux L4-L5 contrôles et axotomisés 

Par la technique ELISA, nous avons ensuite quantifié la production d’IL6 dans le 

milieu de culture. L’analyse montre que dans le milieu de culture de neurones axotomisés, 

après un jour in vitro, la quantité d’IL6 dans le surnageant est de 78 ± 12 pg/ml, (n=6). A 

contrario, aucune sécrétion d’IL6 n’a été observée dans des cultures de neurones issus de la 

souris IL6
-/-

, ce qui prouve la spécificité de notre technique (Figure 42). 

Figure 42 : Dosage par la technique ELISA de la quantité d’IL6 présente dans le surnageant de culture de 

neurones  de GRD L4-L5 axotomisés de souris IL6
-/-

 et IL6
+/+

S’il existe un lien entre l’IL6 produite et l’augmentation de la [Cl
-
]i observée par 

Pierraut et coll. dans les neurones axotomisés, alors le blocage, ou l’absence de l’IL6 doit 

avoir des conséquences sur la [Cl
-
]i. La technique de patch perforé permet d’enregistrer le 

potentiel d’inversion du courant GABAA, correspondant à celui des ions chlorures (Figure 
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43A). Appliquant ensuite l’équation de Nernst, il possible de déterminer la concentration 

intracellulaire en ions Cl
-
.  

Les mesures de EGABA effectuées sur les neurones de diamètre supérieur à 30�m 

(permettant de discriminer les neurones mécano-proprioceptifs des nociceptifs) montrent un 

potentiel d’inversion dépolarisé dans les neurones axotomisés par rapport aux neurones 

contrôles (respectivement, -26.5 ± 1.3 mV, n=14 et -41.8 ± 1.0 mV, n=16) (Figure 43B). 

L’anticorps dirigé contre l’Il6 murine, mIl6, est capable de neutralisé l’IL6 sécrétée dans le 

milieu, et donc d’empêcher sa liaison à son récepteur. Erev tend vers des valeurs 

hyperpolarisées après prétraitement des neurones axotomisés avec 10 �g/ml de mIL6 (-41.2 ± 

2.5 mV, n=11)), mais pas avec 10�g/ml de hIL6 (-25.1 ± 2.5 mV, n=7)), reconnaissant la 

forme humaine de l’Il6 (Figure 43B).  

L’analyse de l’homéostasie chlorure chez la souris IL6
-/-

 ne montre pas de différence 

significative dans le EGABA des neurones contrôles (-47.3 ± 2.6 mV, n=6) par rapport à la 

souris IL6
+/+

 (-41.3 ± 1.9mV, n=6) (Figure 43C). Néanmoins, après axotomie, EGABA est 

significativement moins dépolarisé chez la souris IL6
-/-

 (-36.6 ± 1.9 mV, n=13, contre -25.4 

±1.5 mV, n=10 chez l’IL6
+/+

). Chez l’IL6
-/-

, nous n’observons plus de différence significative 

dans la [Cl
-
]i entre les neurones contrôles et axotomisés (Figure 43C). Ces résultats montrent 

que l’IL6 produite de manière endogène régule la [Cl
-
]i dans les neurones sensitifs 

axotomisés. 



88

Figure 43 : A: Enregistrement par la technique de patch perforé du potentiel d’inversion du GABA après 

perfusion de muscimol (50 �M). B: Détermination de la [Cl
-
]i  dans des neurones contrôles, axotomisés et 

axotomisés puis traités avec l’anticorps anti-IL6 murin et humain (10 �g/ml). C: [Cl
-
]i dans des neurones 

contrôles et axotomisés en culture de souris IL6
+/+

 et IL6
-/- 

2. La lésion nerveuse augmente l’expression de l’IL6-R�

dans les neurones sensitifs

Pour voir si la lésion nerveuse est responsable d’une augmentation d’expression de 

l’IL6 et son récepteur, IL6-R�, nous avons dosé par RT-PCR quantitative la quantité relative 

d’ARNm codant pour l’IL6 et pour IL6-R�. Les résultats montrent une augmentation 

significative de la transcription de l’IL6-R� (Figure 44). En effet, 3 jours après la lésion, le 

niveau de transcription de l’IL6-R� est multiplié par 2 (de 0.75 ± 0.05 à 1.49 ± 0.04, n=7). 
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Figure 44 : Mesure par RT-PCR quantitative du niveau d'expression de l’ARNm de l’IL6-R� dans des 

ganglions contrôles et axotomisés 

Par immunohistochimie au moyen d’un anticorps dirigé contre le domaine 

extracellulaire du récepteur endogène IL6-R�, nous avons voulu savoir si l’expression de la 

protéine était également augmentée après axotomie. Dans des GRD contrôles, nous avons 

obtenu un marquage linéaire au niveau péri-membranaire dans 5% des neurones (60/1142) 

(Figure 45). Après axotomie, le pourcentage de neurones exprimant l’IL6-R� a 

significativement augmenté (23%, 305/1303) (Figure 45). Afin de tester la spécificité de notre 

marquage, nous avons dans un premier temps omis l’anticorps primaire dirigé contre l’IL6-

R�, et dans un second temps, pré-incubé cet anticorps primaire avec la forme soluble du 

récepteur, sIL6-R, correspondant à la partie extracellulaire du récepteur endogène. Dans ces 

deux conditions, aucun marquage IL6-R� chez la souris axotomisée  n’est observé (Figure 

45).  
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Figure 45 : Marquages immunohistochimiques au moyens d'anticorps anti-IL6-R� sur des coupes 

transversales de ganglions rachidiens dorsaux contrôles, axotomisés, axotomisés sans anticorps anti-IL6-

R� et axotomisés après pré-incubation de l’anticorps anti-IL6-R� avec la forme soluble du récepteur IL6-

R (échelle 30�m) 

Bien que l’expression de l’IL6-R� par les cellules satellites soit connue, on ne sait pas 

si les neurones l’expriment de manière constitutive. Or, nos marquages ne permettant pas de 

localiser précisément IL6-R� à la membrane des neurones ou des cellules satellites des 

doubles marquages avec la glutamine synthétase, marqueur des cellules satellites gliales, ont 

donc été nécessaires. L’analyse des images montre d’une part une absence de co-localisation 

entre les deux marqueurs, et d’autre part, un marquage GS entourant le marquage IL6-R�

(Figure 46). Ces marquages démontrent que la lésion nerveuse augmente l’expression du 

transcrit de l’IL6-R� et induit la localisation la protéine au niveau de la membrane plasmique 

dans une sous-population de neurones sensitifs. 
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Figure 46 : Marquages immunohistochimiques par microscopie confocale de coupes de GRD axotomisés 

L4-L5 au moyen d'anticorps anti-IL6-R� et anti-glutamine synthétase, un marqueur des cellules satellites 

(échelle 30�m, encadré correspondant à un agrandissement de 3 fois d’une portion de membrane) 

3. In vivo, IL6-R� est exprimé dans une sous-population de 

neurones mécano- et proprioceptifs

Afin de caractériser la population de neurones exprimant IL6-R�, une série de doubles 

marquages avec des marqueurs de sous-population connus a été effectuée. Les co-marquages 

avec la chaine lourde (200 kda) du Neurofilament, NF200, spécifique des neurones 

myélinisés, montrent que pratiquement tous les neurones exprimant IL6-R� expriment 

également le NF200 (92%, 56/61) (Figure 47A). Autrement dit, les neurones exprimant le 

récepteur IL6-R� sont des neurones myélinisés. Les doubles marquages avec TrkB, récepteur 

à haute affinité du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) et de la NT4 (Neurotrophine 

4) exprimé dans une population de neurones mécanosensibles de moyen diamètre, montrent 

également qu’une majorité de neurones IL6-R�
+
 co-expriment TrkB (80%, 67/84) (Figure 

47B). N’ayant pas réussi à obtenir un marquage correct avec l’anticorps anti-TrkC, marqueur 

des neurones proprioceptifs, nous avons utilisé un autre marqueur de cette sous-population, la 

Parvalbumine. Nous avons obtenu que 30-40% (37/107) des neurones IL6-R�
+
 expriment 

également la Parvalbumine (Figure 47C). En accord avec l’expression de l’IL6-R� par les 

mécanocepteurs myélinisés, aucun neurone IL6-R�
+
 ne co-exprime TrkA, récepteur à haute 

affinité du NGF (Nerve growth Factor), retrouvé dans les neurones nociceptifs non-

myélinisés (2%, 1/61) (Figure 47C). De ces résultats, nous pouvons conclure que la lésion 

nerveuse induit l’expression de l’IL6-R� in vivo par les neurones sensitifs mécano- et 

proprioceptifs. 
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Figure 47 : Marquages immunohistochimiques sur tranches de ganglions L4-L5 axotomisés permettant de 

caractériser les neurones myélinisés (NF200) (A), les neurones mécanoceptifs (TrkB) (B), les neurones 

proprioceptifs (Parvalbumine) (C) et les neurones nociceptifs (TrkA) (D) parmi les neurones exprimant 

l’IL6-R� (IL6-R) (échelle 30�m) 

*

*

*

*

*

*
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4. L’IL6-R� dans les neurones axotomisés de grand 

diamètre régule la [Cl
-
]i via la voie de signalisation 

JAK/STAT

Pour vérifier que les effets de l’IL6 passent bien par l’expression neuronale de son 

récepteur, nous avons effectué des marquages immunocytochimiques sur des cultures 

primaires de neurones axotomisés (Figure 48). Les résultats confirment l’expression de l’IL6-

R� à la membrane de neurones axotomisés de moyen et grand diamètres (>30 �m), soit 34% 

de la population totale (228/883) et sans marquage des neurones de petit diamètre (<30 �m) ni 

des cellules non neuronales. 

Figure 48 : Photos en contraste de phase et marquages immunocytochimiques anti-IL6-R� associés 

effectués sur culture de neurones axotomisés (échelle 30�m) 

Afin de confirmer que l’effet de l’IL6 passe par sa liaison avec l’IL6-R�, et ne 

retrouvant un marquage du récepteur que dans les neurones de diamètre >30�m, nous avons 

mesuré la [Cl
-
]i dans ces neurones après traitement avec l’anticorps anti-IL6-R� (10 �g/ml) 

bloquant l’activité du récepteur. Les résultats montrent que EGABA est significativement moins 

dépolarisé après traitement par rapport aux neurones axotomisés non traités (-47.2 ± 2.6 mV, 

n=15 et -23.5 ± 1.9 mV, n=8, respectivement) (Figure 49). Pour confirmer que l’expression de 

l’IL6-R� est constitutive, les neurones axotomisés ont été incubés avec le récepteur soluble 

IL6-R. Ce récepteur soluble entre en compétition avec le récepteur membranaire vis-à-vis du 

ligand et pourrait donc agir comme un antagoniste dans les cellules exprimant l’IL6-R� (Marz 

et al., 1999). Comme nous le supposions, Erev est significativement moins dépolarisé après 

traitement avec l’IL6-R soluble (-49.8 ± 2.0 mV, n=6) (Figure 49). 
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Figure 49 : Mesures de la [Cl
-
]i dans les neurones contrôles, axotomisés et axotomisés puis soumis à une 

pré-incubation avec l’anticorps anti-IL6-R�, bloquant l’activité du récepteur et axotomisés puis incubés 

avec la forme soluble du récepteur IL6-R 

Pour confirmer la spécificité d’expression de l’IL6-R�, nous avons enregistré les 

neurones axotomisés de diamètre <30 �m après traitement avec l’anticorps anti-IL6-R�. Bien 

qu’après axotomie, l’accumulation de Cl
-
 dans les neurones de petit diamètre soit similaire 

aux neurones de moyen et grand diamètres, le traitement avec l’anticorps ne modifie pas 

significativement EGABA (-20.2 ± 2.2 mV, n=5 dans les neurones axotomisés et -19.0 ± 1.8 

mV, n=7 dans les neurones axotomisés traités avec l’anticorps anti-IL6-R�) (Figure 50). 

Figure 50 : Mesure de la [Cl
-
]i dans des neurones de diamètre <30�m contrôles, axotomisés et axotomisés 

puis traités avec la forme soluble du récepteur IL6-R 
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L’activation de l’IL6-R� par l’IL6 est connue pour activer la voie JAK (Janus 

Kinase). Nous avons, par une approche pharmacologique, testé l’implication de cette voie 

dans notre système. L’incubation des neurones axotomisés avec des inhibiteurs de la voie 

JAK, l’AG490 (50�M) et la cucurbitacine (3�M), entraîne un shift de EGABA vers des 

potentiels hyperpolarisés de -17.5 ± 3.2 (n=14) à -33.2 ± 1.3 mV (n=11) pour l’AG490 et -

41.9 ± 4.5 mV (n=10) pour la Cucurbitacine (Figure 51A). Nos résultats démontrent que la 

signalisation via le récepteur IL6-R� exprimé de manière constitutive, régule la [Cl
-
]i dans les 

neurones sensitifs de moyen et grand diamètres après lésion nerveuse périphérique. 

Figure 51 : Détermination de la [Cl
-
]i dans les neurones axotomisés sans et après traitement avec des 

inhibiteurs de la voie JAK (AG490 à 50�M et cucurbitacine à 3�M) 

5. La signalisation par l’IL6 permet la phosphorylation de 

NKCC1 au niveau de la membrane plasmique in vivo

Dans un article publié par notre équipe, il a été démontré que l’axotomie ne modifie 

pas le niveau d’expression du cotransporteur NKCC1, mais que l’activation de NKCC1 par 

phosphorylation est responsable de l’augmentation de la [Cl
-
]i induite par l’axotomie (Pieraut 

et al., 2007). Néanmoins, rien ne dit que l’expression des cotransporteurs cation-chlorure 

(KCC) n’est pas modifiée. L’analyse par RT-PCR quantitative de l’expression des différents 

membres de la famille CCC montre que les transcrits préférentiellement retrouvés dans les 

ganglions rachidiens dorsaux contrôles correspondent à NKCC1, KCC1 et KCC3 

majoritairement (Figure 52A). De plus, l’axotomie ne modifie pas le niveau d’expression de 

ces cotransporteurs Slc12a que l’on soit chez la souris sauvage ou chez la souris IL6
-/-

 (Figure 

52B). Notre analyse d’expression génique confirme que des modifications transcriptionnelles 
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des co-transporteurs CCC ne sont pas en cause dans les effets de l’IL6 sur l’homéostasie 

chlorure de nos neurones. 

Figure 52 : Quantification par qRT-PCR de l'expression des ARNm des cotransporteurs NKCC1 

(Slc12a2), KCC1 (Slc12a4), KCC2 (Slc12a5), KCC3 (Slc12a6) et KCC4 (Slc12a7) sur des ganglions 

rachidiens dorsaux contrôles (normalisés par rapport au co-transporteur le plus exprimé) et  comparaison 

des niveaux d’expression après axotomie chez la WT et la souris IL6
-/-

 ( expressions normalisées à 

l’expression de la Polymérase PolrIIJ et exprimées en pourcentage du contrôle) 

L’IL6 ne jouant pas sur le niveau d’expression des cotransporteurs, nous nous sommes 

demandés s’il ne jouait pas sur la phosphorylation activatrice de NKCC1, intervenant après 

axotomie. Nous avons donc, grâce à un anticorps spécifique de la forme phosphorylée de 

NKCC1, p-NKCC1, étudié le niveau d’activation de la protéine, ainsi que sa localisation. 

L’étude par immunohistochimie de p-NKCC1 montre que l’axotomie provoque son 

accumulation en péri-membranaire dans une sous-population de neurones, alors qu’aucun 

marquage n’apparaît chez la souris contrôle (Figure 53A et B). De manière intéressante, chez 
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la souris IL6
-/-

, aucun marquage péri-membranaire n’est observé en contrôle ou après 

axotomie (Figure 53C et D). 

Figure 53 : Marquages immunohistochimiques au moyen d'anticorps dirigés contre la forme phosphorylée 

du cotransporteur NKCC1 sur des tranches de ganglions de souris WT et Il6
-/-

 contrôles et axotomisées 

(échelle 30�m) 

Comme pour l’IL6 précédemment, ces marquages de p-NKCC1 ne permettent pas de 

différencier une localisation membranaire neuronale d’une localisation gliale. De manière à 

confirmer sa présence dans les neurones, un double marquage avec la glutamine synthétase a 

été effectué. Les images montrent une absence de co-localisation entre les 2 marqueurs, 

confirmant que les neurones axotomisés expriment la forme phosphorylée de NKCC1 à leur 

membrane ou en tout cas, très proche de cette dernière (Figure 54). 
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Figure 54 : Marquages immunohistochimiques par microscopie confocale aux moyens d’anticorps dirigés 

contre phospho-NKCC1 et la glutamine synthétase, marqueur des cellules satellites (échelle 30�m, 

encadré correspondant à un agrandissement de 3 fois d’une portion de membrane) 

Afin de voir si les neurones exprimant l’IL6-R� expriment également p-NKCC1, des 

doubles marquages ont été réalisés sur des tranches de ganglion de souris axotomisées. Les 

résultats confirment la co-expression des deux protéines dans une sous-population de 

neurones sensitifs (Figure 55). Nous pouvons en conclure que l’IL6 permet l’expression de 

phospho-NKCC1 près, voire au niveau de la membrane plasmique des neurones sensitifs 

axotomisés exprimant l’IL6-R�

Figure 55 : Marquages immunohistochimiques par microscopie confocale aux moyens d’anticorps dirigés 

contre p-NKCC1 et Il6-R� (échelle 30�m, encadré correspondant à un agrandissement de 3 fois d’une 

portion de membrane) 
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C. Discussion de l’article

Notre étude montre qu’à la suite d’une lésion nerveuse, la cytokine Interleukine 6 et 

son récepteur IL6-R voient leur expression augmenter dans une sous-population de neurones 

sensitifs mécano- et proprioceptifs. La signalisation par l’IL6 dans les neurones axotomisés 

exprimant de manière constitutive l’IL6-R est responsable de l’augmentation de la 

concentration intracellulaire en ions chlorures et de l’expression de la forme phosphorylée de 

NKCC1 à la membrane de ces neurones. 

De nombreuse études fonctionnelles et morphologiques ont mis en évidence que les 

ganglions rachidiens dorsaux n’expriment pas de manière constitutive le récepteur à l’IL6 

dans des conditions physiologiques (Gadient and Otten, 1996; Thier et al., 1999; Wang et al., 

2009). Ces résultats sont en corrélation avec ceux montrant, dans différents types neuronaux, 

et plus particulièrement les nocicepteurs, que la réponse à l’IL6 dépend d’une trans-

signalisation via le récepteur IL6-R soluble (Jones et al., 2001; Obreja et al., 2005). Notre 

étude montre que les GRD expriment l’ARNm codant pour l’IL6-R et que la lésion augmente 

son expression. La lésion nerveuse induit l’expression de la protéine à la membrane 

plasmique des neurones sensitifs in vivo et in vitro. Autre preuve de l’expression constitutive 

de l’IL6-R, l’incubation des neurones axotomisés avec le récepteur IL6-R soluble inhibe 

l’augmentation de la [Cl
-
]i. Les effets antagonistes du récepteur soluble pourraient être 

attribués à une compétition avec le récepteur membranaire vis-à-vis de l’IL6 (Marz et al., 

1999). L’augmentation d’expression du récepteur à l’IL6 en réponse à la lésion a déjà été 

observée dans le nerf hypoglosse et les cellules de Schwann (Hirota et al., 1996; Ito et al., 

1998; Lara-Ramirez et al., 2008). Dans un modèle de douleur induite par constriction 

chronique (CCI), une augmentation de l’expression du récepteur IL6-R a été observée dans 

les cellules satellites entourant les neurones sensitifs (Dubovy et al., 2010). Au cours de ce 

travail, aucune co-localisation avec la glutamine synthétase, marqueur de cellules satellites, 

n’a été observée, ce qui confirme que la lésion nerveuse induit une signalisation par l’IL6 

neuronale. 

De plus, nos résultats montrent que seule une sous-population de neurones axotomisés 

exprime l’IL6-R. Cette population, positive pour le marqueur de neurones myélinisés, NF200, 

exprime également TrkB, marqueur de neurones mécanoceptifs et la Parvalbumine, marqueur 

de neurones proprioceptifs. Par des marquages immunocytochimiques effectués in vitro, nous 

avons confirmé que l’expression de l’IL6-R était retrouvée dans les neurones de moyen et 

grand diamètres. Néanmoins, en culture, 34% des neurones étaient marqués, contre 23% sur 
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des tranches de GRD. Ceci peut s’expliquer par le fait que la mise en culture elle-même est 

une forme d’axotomie, qui permettrait déjà une augmentation de l’expression de l’IL6-R dans 

les neurones. De manière intéressante, aucun marquage du récepteur n’a été observé dans les 

neurones exprimant TrkA, ce qui suggère que les neurones nociceptifs n’expriment pas l’IL6-

R. Cependant des études ont montré un lien entre la signalisation de l’IL6 et les processus 

intervenant dans la douleur. Dans ces études, les auteurs ont mis en évidence que l’IL6 et le 

NGF agissaient en synergie sur la plasticité nociceptive (Cafferty et al., 2004; Melemedjian et 

al., 2010). Il est donc possible que le NGF induise l’expression de l’IL6-R dans les neurones 

TrkA. De plus, des cultures primaires à long-terme pourraient induire une expression de 

l’IL6-R dans les nocicepteurs (von Banchet et al., 2005). Dans ces expériences, l’IL6 

endogène pourrait avoir une action paracrine sur les neurones. Après axotomie, nous avons 

constaté une augmentation de la [Cl
-
]i dans les neurones de petit diamètre qui pourtant ne 

semblent pas exprimer le récepteur à l’IL6. Le fait que l’axotomie augmente l’expression du 

récepteur au facteur LIF dans une sous-population de nocicepteurs et que LIF intervienne 

dans la régénération des neurones sensitifs de petit diamètre pourrait rendre compte de 

l’accumulation d’ions chlorures observée dans ces neurones (Cafferty et al., 2001; Gardiner et 

al., 2002). De ceci, nous pouvons conclure que la régulation cellule-spécifique de l’expression 

de l’IL6-R est un évènement majeur dans le contrôle de la réponse à la lésion nerveuse et la 

régénération. 

L’étude par qRT-PCR a montré que les transcrits les plus exprimés au sein de la 

famille Slc12a sont ceux codant pour les co-transporteurs NKCC1, KCC1 et KCC3. Nous 

avons confirmé que suite à l’axotomie, l’expression de NKCC1 n’était pas modifiée (Pieraut 

et al., 2007), pas plus que celle des KCC. Une des limites liées à cette technique est l’absence 

de discrimination possible entre les différentes sous-populations neuronales. En utilisant la 

souris IL6-/-, nous n’avons trouvé aucune modification d’expression des membres de la 

famille. Par contre, l’utilisation d’un anticorps spécifique de la forme phosphorylée de 

NKCC1 a montré un marquage membranaire dans les neurones exprimant le récepteur IL6-R. 

De manière inattendue, phospho-NKCC1 n’a pas été retrouvé dans les neurones de petit 

diamètre. Notre hypothèse est que l’accumulation de Cl
-
 dans les nocicepteurs serait due soit à 

une inhibition de l’activité KCC, soit à la phosphorylation de NKCC1 au niveau d’un ou 

plusieurs autres sites que ceux détectés par notre anticorps. En effet, celui que nous avons 

utilisé dans notre étude reconnaît la phosphorylation des thréonines 212 et 217. Or nous 

savons aujourd’hui qu’il existe au moins cinq sites de phosphorylation intervenant dans la 

régulation de NKCC1 (Thr
203

, Thr
207

, Thr
212

, Thr
217

 et Thr
230

) (Flemmer et al., 2002). Une 
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étude de 2008 a montré, grâce à l’utilisation d’un anticorps reconnaissant la phosphorylation 

des thréonines 203, 207 et 212, que ces sites étaient phosphorylés en réponse à un agent 

inflammatoire dans les neurones nociceptifs de petit diamètre (Funk et al., 2008). On peut 

donc se poser la question de l’identité des kinases phosphorylant ces thréonines. Parmi elles, 

on trouve les kinases SPAK et OSR1 (Delpire and Austin, 2010). Toutes deux sont sous le 

contrôle des kinases WNK (Kahle et al., 2010). Vitari et collaborateurs ont montré que les 

Thréonines 203, 207 et 212 interagissaient avec SPAK et OSR1, alors que les Thréonines 217 

et 230 n’étaient phosphorylées ni par SPAK, ni par OSR1 (Vitari et al., 2006). Etant donné 

que notre anticorps ne reconnaît que les sites 212 et 217 phosphorylés, nous pouvons en 

conclure que dans notre modèle, SPAK et OSR1 ne sont pas les seules kinases activant 

NKCC1 après lésion nerveuse. A l’heure actuelle la signalisation IL6 permettant la 

phosphorylation de NKCC1 n’est pas connue. Quoi qu’il en soit, IL6 pourrait agir en inhibant 

la déphosphorylation et NKCC1 (Darman et al., 2001; Pieraut et al., 2007). 

En conclusion, notre étude met en évidence une nouvelle mécanistique permettant la 

régulation de l’homéostasie chlorure dans les neurones sensitifs et prouve que la signalisation 

de l’IL6, via l’expression constitutive de son récepteur soluble, l’IL6-R, est une voie majeur 

régulant l’homéostasie chlorure dans les neurones sensitifs myélinisés axotomisés. Nos 

résultats ouvrent de nouvelles perspectives quant aux partenaires moléculaires intervenant 

dans la régulation chlorique. 

D. Résultats complémentaires

Afin de savoir si les voies MAPK et PI3-Kinase, également activées par l’IL6, 

interviennent dans la régulation de l’homéosatasie chlorure dans les neurones sensitifs, nous 

avons effectué des mesures de [Cl
-
]i sur des neurones axotomisés, après traitement au moyen 

d’inhibiteurs de ces voies de signalisation. Ainsi, l’U0126, inhibiteur de la voie MAPK, n’a 

eu aucune incidence sur le potentiel d’inversion du GABA des neurones (-22.13 ± 1.79 mV 

(62.11 ± 4.15 mM) contre -25.71 ± 2.26 mV (54.24 ± 4.74 mM), respectivement sans et après 

traitement avec l’U0126) (Figure 56A). Par contre, les inhibiteurs de la voie PI3K, LY294002 

et wortmaninn, ont entrainé une hyperpolarisation significative de EGABA par rapport aux 

neurones axotomisés non traités (sans traitement : -22.13 ± 1.79 mV (62.11 ± 4.15 mM) et 

après traitement : -38.11 ± 3.16 mV (34.47 ± 4.29 mM) pour LY294002 et -40.56 ± 3.48 mV 

(31.51 ± 3.87 mM) pour la wortmaninn) (Figure 56B). Nos résultats montrent que, 
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contrairement à la voie MAPK, la voie PI3K est impliquée dans la régulation post-lésionnelle 

de l’oméostasie chlorure des neurones sensitifs. 

Figure 56 : Mesure des concentrations intracellulaires en ions Cl
-
 après traitement des neurones 

axotomisés avec des inhibiteurs (A) de la voie MAPK (U0126) et (B) de la voie PI3-Kinase (LY294002 et 

wortmannin) 
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I. Régulation de l’homéostasie chlorure des neurones 

sensitifs par KCC3

A. Résumé et stratégie expérimentale

Dans les neurones sensitifs, l’homéostasie chlorure est principalement régulée par 

l’activité de NKCC1. Néanmoins, aucune étude à l’heure actuelle ne s’est intéressée à 

l’éventuelle présence d’un co-transport de type KCC. Le syndrome d’Andermann, caractérisé 

par une mutation de KCC3, est responsable d’atteintes sensorielles et motrices. De plus, la 

création d’une lignée de souris KCC3
-/-

, présentant également une atteinte sensori-motrice dès 

la deuxième semaine post-natale, a montré que cette protéine est impliquée dans le 

fonctionnement du système nerveux périphérique et ce dès le développement. 

En utilisant la lignée KCC3
-/-

, nous avons étudié l’homéostasie chlorure des neurones 

sensitifs en culture. Nous avons ainsi observé un défaut de régulation de la [Cl
-
]i dans une 

sous-population de neurones dès la première semaine post-natale et perdurant jusqu’à l’âge 

adulte. Ces résultats donnent de nouvelles pistes quant à la compréhension du rôle de 

l’homéostasie chlorure dans le SNP. 

B. Résultats

1. Le switch chlorure développemental est altéré dans les 

neurones de souris KCC3
-/-

La première partie de ce travail a cherché à confirmer l’existence d’un switch chlorure 

dans les neurones sensitifs au cours du développement post-natal. Pour ce faire, nous avons 

effectué des mesures de la concentration intracellulaire en ions chlorures par une technique 

dérivée du patch clamp, le patch perforé. L’application d’un protocole de rampe faisant passer 

le potentiel de membrane de -80, potentiel de repos membranaire, à +40 mV permet, après 

perfusion de 50�M de Muscimol, agoniste des canaux GABAA, de déterminer le potentiel 

d’inversion du GABA, ou potentiel d’inversion des ions chlorures (Figure 57). Ainsi, grâce à 

l’équation de Nernst, nous pouvons en conclure la [Cl
-
]i.  
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Figure 57 : Tracés électrophysiologiques types obtenus sur des neurones de souris de 4 jours et adultes en 

culture par application d'un protocole de rampe toutes les 5 secondes, faisant passer le potentiel de 

membrane de -80 à +40 mV. Les courbes sont obtenues avant et après application de 50�M de Muscimol, 

agoniste des canaux GABAA. Le point d’intersection correspond au potentiel d’inversion du GABA 

(EGABA), et permet, grâce à l’équation de Nernst, de calculer la [Cl
-
]i

L’étude des neurones de GRD KCC3
+/+

 post-nataux (P2-P6) en culture a montré que le 

potentiel d’inversion EGABA était significativement plus dépolarisé chez les souris post-

natales, correspondant à une diminution de la [Cl
-
]i globale au cours du développement chez 

la souris KCC3
+/+

 (-25.85 ± 1.15 mV soit 54.1 ± 2.2 mM, n=33) par rapport aux adultes (-

42.39 ± 1.12 mV soit 28.0 ± 1.2 mM, n=28) (Figure 58A). L’enregistrement des neurones de 

souris KCC3
-/-

 n’a, contrairement aux souris KCC3
+/+

, mis en évidence aucune différence 

significative dans le EGABA entre le post-natal et l’adulte (respectivement, -32.69 ± 1.80 mV, 

soit 43.3 ± 3.0 mM, n=31 et -37.32 ± 1.76 mV, soit 35.8 ± 2.7 mM, n=28) (Figure 58B). Chez 

l’adulte KCC3
-/-

, contrairement à la souris KCC3
+/+

 (Figure 60B), la [Cl
-
]i reste élevée dans 

une sous-population de neurones (Figure 61B). 

Figure 58 : Concentrations intracellulaires en ions chlorures dans des neurones de souris KCC3
+/+

  et 

KCC3
-/-

 en culture aux stades post-natal (P2 -P6) et adulte 
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Si l’on compare la souris KO par rapport à la WT à chacun des deux stades, on se rend 

compte qu’en post-natal, EGABA est significativement plus dépolarisé chez la KO, alors qu’il 

est plus hyperpolarisé chez l’adulte. Ceci se traduit par une [Cl
-
]i inférieure chez le post-natal 

KO (42.31 ± 3.08 mM contre 54.31 ± 2.17 mM chez la KCC3
+/+

) et supérieure chez l’adulte 

KO (35.79 ± 2.67 mM contre 28.03 ± 1.20 mM chez la KCC3
+/+

) par rapport aux KCC3
+/+

(Figure 59). KCC3 semble donc jouer un rôle dans la régulation de l’homéostasie chlorure des 

neurones sensitifs au cours du développement et chez l’adulte. 

Figure 59 : Comparaison des [Cl
-
]i moyennes obtenues chez les souris KCC3

+/+
 et KCC3

-/-
 post-natales (P2- 

P6) et adultes 

2. La [Cl
-
]i est régulée par KCC3 dans une sous-population 

de neurones

Afin de mieux caractériser les résultats ci-dessus, nous avons effectué une analyse des 

fréquences de distribution basée sur la [Cl
-
]i. Les résultats obtenus chez les souris KCC3

+/+

post-natales montrent que la majorité des neurones (85%, n=28/33) ont une [Cl
-
]i supérieure 

ou égale à 45 mM. Chez l’adulte, la totalité des neurones enregistrés ont une [Cl
-
]i inférieure à 

45 mM (n=28) (Figure 60). Ces distributions sont significativement différentes (Figure 62). 
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Figure 60 : Analyse des fréquences de distribution en fonction de la [Cl
-
]i dans les neurones post-nataux et 

adultes KCC3
+/+

. Les moyennes obtenues sont données dans la Figure 58A. 

La même analyse effectuée chez la souris KCC3
-/-

 montre que 60% des neurones 

(17/31) ont une [Cl
-
]i inférieur à 45 mM. Au stade adulte, on voit apparaître une sous-

population de neurones représentant 30% de la population totale avec une [Cl
-
]i supérieure à 

45mM. Autrement dit, 30% des neurones KCC3
-/-

 adultes ont une [Cl
-
]i doublée par rapport 

au contrôle. Contrairement aux contrôles, Il n’existe pas de différences significatives chez la 

souris KCC3
-/-

 entre la distribution des neurones post-nataux et celle chez l’adultes (Figure 

62). Nos résultats montrent que dans les neurones sensitifs, il existe un switch chlorure entre 

la première semaine post-natale et l’adulte. La délétion de KCC3 empêche ce switch aux deux 

stades de développement. 

Figure 61 : Analyse des fréquences de distribution en fonction de la [Cl
-
]i dans les neurones post-nataux et 

adultes KCC3
-/-

. Les moyennes obtenues sont données dans la Figure 58B. 
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Figure 62 : Comparaison des proportions de neurones ayant une [Cl
-
]i inférieure ou supérieure à 45mM 

aux stades post-natal et adulte chez les souris KCC3
+/+

 et KCC3
-/- 

3. Expression des transcrits de la famille Slc12a au cours du 

développement chez les souris KCC3
+/+

 et KCC3
-/-

L’accumulation d’ions Cl
-
 peut être induite par différents mécanismes moléculaires, 

comme une augmentation de l’expression ou de l’activité de NKCC1, ou une diminution de 

l’expression ou de l’activité de KCCs. De manière à comprendre ce qui régule l’homéostasie 

chlorure au cours du développement, nous avons effectué des qRT-PCR sur les différents 

membres de la famille des CCC au cours du développement post-natal (P4) et chez l’adulte. 

Les résultats reportés sur la Figure 63A correspondent à une comparaison des expressions 

relatives des CCC à chaque stade, normalisés à l’expression la plus élevée. Dans la Figure 

63B, sont analysés les ratios d’expression, normalisés à la Polr2j, des différents co-

transporteurs au cours du développement. Nous constatons que chez le post-natal et l’adulte, 

les CCC les plus exprimés sont KCC1 (Slc12a4) (respectivement 0.90 ± 0.05 n=4 et 0.87 ± 

0.02 n=4), KCC3 (Slc12a6) (respectivement 0.48 ± 0.03 n=5 et 0.96 ± 0.02 n=5) et NKCC1 

(Slc12a2)(respectivement 0.92 ± 0.08 n=5 et 0.96 ± 0.02 n=5) (contre 0.06 ± 0.01 n=4 et 0.08 

± 0.01 n=5 pour KCC2 (Slc12a5), et 0.08 ± 0.01 n=5 et 0.10 ± 0.00 n=5 pour KCC4 

(Slc12a7)) (Figure 63A). Si l’on compare les niveaux d’expression relatifs entre le post-natal 

et l’adulte, KCC3 est doublé (0.48 ± 0.03 n=5 en post-natal contre 0.96 ± 0.02 n=5 chez 

l’adulte) alors que les autres co-transporteurs ne bougent pas (Figure 63A). De plus, Bien que 

tous les ARNm des co-transporteurs de la famille soient significativement augmentés chez 

l’adulte (1.7 ± 0.06 pour KCC1 n=4, 1.9 ± 0.24 n=4 pour KCC2, 2.14 ± 0.33 n=4 pour KCC4 
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et 1.6 ± 0.17 n=5 pour NKCC1), KCC3 est celui qui présente la plus forte augmentation (3.26 

± 0.22 n=5) (Figure 63B).  

Figure 63 : Quantification par qRT-PCR chez la souris KCC3
+/+

 (A) de l’expression relative, normalisée à 

l’expression maximale (Slc12a2), des co-transporteurs cation-chlorure au cours du développement (P4) et 

chez l’adulte et (B) du pourcentage de variation d’expression chez l’adulte, normalisée à l’expression de la 

Polr2j, par rapport au post-natal. Les données ont été obtenues à partir de quatre expériences, chacune 

faite sur des duplicats.  

Chez la souris KCC3
-/-

, nous n’observons pas non plus de différence entre le post-natal 

et l’adulte dans l’expression relative des co-transporteurs KCC1 (respectivement 0.91 ± 0.07 

n=5 et 0.81 ± 0.05 n=5), KCC2 (respectivement 0.07 ± 0.01 n=5 et 0.05 ± 0.00 n=5), KCC4 

(respectivement 0.1 ± 0.01 n=5 et 0.12 ± 0.00 n=5) et NKCC1 (respectivement 0.96 ± 0.02 

n=5 et 1.00 ± 0.00 n=5) (Figure 64A). Les niveaux d’expression normalisés au post-natal 

montrent également des augmentations significatives d’expression des différents ARNm (1.77 

± 0.17 n=5 pour KCC1, 1.6 ± 0.16 n=4 pour KCC2, 2.78 ± 0.55 n=4 pour KCC4 et 2.3 ± 

0.0.40 n=4 pour NKCC1) (Figure 64B). 
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Figure 64 : Quantification chez la souris KCC3
-/-

 par qRT-PCR de (A) l’expression relative, normalisée à 

l’expression maximale, des co-transporteurs cation-chlorure au cours du développement (P4) et chez 

l’adulte et (B) la variation d’expression chez l’adulte, normalisée à la Polr2j, par rapport au post-natal. 

Les données ont été obtenues à partir de quatre expériences, chacune faite sur des duplicats. 

Nous avons ensuite voulu savoir si la délétion de KCC3 induisait des modifications 

d’expression transcriptionnelle chez les autres CCC. L’analyse des expressions des ARNm 

codant pour les CCC n’a montré aucune différence entre les souris KCC3
+/+

 et KCC3
-/-

 que 

l’on soit chez le post-natal (respectivement 1.01 ± 0.04 n=2 et 1.0 ± 0.00 n=3 pour KCC1, 

1.02 ± 0.05 n=3 et 1.00 ± 0.00 n=3 pour KCC2, 1.01 ± 0.03 n=3 et 1.00 ± 0.00 n=3 pour 

KCC4, 1.09 ± 0.00 n=3 et 0.92 ± 0.01 n=3 pour NKCC1) (Figure 65A) ou chez l’adulte 

(respectivement 0.80 ± 0.18 n=3 et 1.00 ± 0.00 n=3 pour KCC1, 1.12 ± 0.00 n=3 et 0.81 ± 

0.01 n=3 pour KCC2, 0.74 ± 0.01 n=3 et 1.00 ± 0.00 n=3 pour KCC4, 0.81 ± 0.02 n=3 et 1.00 

± 0.00 n=3 pour NKCC1) (Figure 65B). Notre analyse d’expression génique montre que 

l’augmentation d’expression de KCC3 dans une sous-population de neurones sensitifs 

pourrait permettre la sortie d’ions Cl
-
. L’absence de KCC3 mène à une accumulation d’ions 

Cl
-
. 
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Figure 65 : Comparaison de l’expression relative, normalisée à la Polr2J, des CCC entre KCC3
+/+

 et 

KCC3
-/-

 chez (A) le post-natal et (B) l’adulte 

4. KCC3 est exprimé dans une sous-population de neurones 

sensitifs

Par une approche pharmacologique, nous avons voulu reproduire les effets du KO de 

KCC3 sur l’homéostasie chlorure des neurones sensitifs. Ainsi, le traitement avant 

enregistrement, durant 1 heure, avec un inhibiteur de KCC, le DIOA (30�M) (Figure 66B), 

fait apparaître, comme chez la souris KCC3
-/-

, une sous-population à forte concentration en 

ions Cl
-
 n’existant pas dans les neurones non traitée (Figure 66A). Cette sous-population 

représente ici encore 30% de la population totale (Figure 66C). 
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Figure 66 : Fréquences de distribution des neurones en fonction de leur [Cl
-
]i, obtenues chez des neurones 

de souris KCC3
+/+

 (A) sans traitement et (B) après traitement au DIOA (30�M), un inhibiteur des KCCs. 

Pour confirmer l’expression neuronale de KCC3, nous avons utilisé l’une des 

particularités du transgène, à savoir l’insertion dans l’exon 3 du gène Slc12a6, du gène 

bactérien LacZ, codant pour la �-galactosidase. Ainsi, les cellules exprimant normalement 

KCC3 expriment à la place la �-galactosidase. Au moyen de son substrat, le X-Gal (ou 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl-�-D-galactoside), nous avons voulu mettre en évidence les 

neurones exprimant le gène LacZ. Afin de s’assurer de la spécificité du signal, nous avons 

comparé les marquages à deux différents temps d’incubation. La révélation fait apparaître, au 

bout de 9h d’incubation, dans les coupes de GRD KCC3
-/-

 un marquage ponctiforme intra-

neuronal dans une sous-population de neurones (Figure 67B), absent dans les coupes de GRD 

KCC3
+/+

 (Figure 67A). Après une nuit de révélation, une coloration bleutée apparaît 

également dans les neurones de souris KCC3
+/+

 (Figure 67D), mais de manière moins 

importante que pour les neurones de souris KCC3
-/-

 (Figure 67C). Il semble que ce marquage 

corresponde à l’expression d’une �-galactosidase endogène. Afin de ne pas contaminer nos 

résultats avec le signal endogène, nous avons effectué le comptage après 9h de révélation. 
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Ainsi, nous avons obtenu un marquage dans 34% (1116/3251) des neurones KCC3
-/-

. Aucun 

marquage des cellules satellites gliales n’a été détecté. 

Figure 67 : Révélation de la �-galactosidase grâce à son substrat, le X-gal. Le X-gal (5-bromo-4-chloro-3-

indol-�-D-galactopyranoside) est transformé en un produit de dégradation bleu permettant de voir les 

cellules marquées. Les photos A et B correspondent à des temps de révélation de 9 heures et les photos C 

et D, des temps de révélation d’une nuit (échelle 30 �m) 

Des marquages immunohistochimiques ont également été effectués au moyen d’un 

anticorps anti-KCC3 reconnaissant la partie C-terminale. L’analyse des marquages montre 

que 30% (1501/4778) des neurones sensitifs de souris KCC3
+/+

 sont positifs pour la protéine 

(Figure 68D). Aucun marquage n’est observé dans les coupes de GRD KCC3
-/-

 (Figure 68B), 

ce qui montre la spécificité de notre anticorps. 
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Figure 68 : Photos en contraste de phase (A, C) et marquages immunohistochimiques anti-KCC3 

correspondants (B, D) sur des coupes de GRD de souris KCC3
-/-

 (A, B) et KCC3
+/+

 (C, D) (échelle 100 �m) 

5. KCC3 est exprimé par des mécanocepteurs et des 

nocicepteurs

De manière à mieux caractériser la sous-population de neurones exprimant KCC3, 

nous avons effectué des doubles marquages immunohistochimiques avec des marqueurs 

connus de populations de neurones sensitifs (Figure 69). L’analyse de ces données révèle que 

parmi les neurones KCC3
+
, 70% sont myélinisés (NF200), 37% expriment le marqueur 

neuronale de nociception TrkA (récepteur du NGF), 49% le marqueur de mécanoception 

TrkB (récepteur du BDNF et de la NT4) et qu’aucun n’est positif pour la Parvalbumine, 

marqueur de proprioception (Figure 70A).  
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Figure 69 : Doubles-marquages immunohistochimiques sur tranches de ganglions permettant de 

caractériser les neurones myélinisés (NF200) (A), les neurones mécanoceptifs (TrkB) (B), les neurones 

nociceptifs (TrkA) (C) et les neurones proprioceptifs (Parvalbumine) (D) parmi les neurones exprimant 

KCC3 (KCC3) (échelle 30�m) 

*

*

*

*

*

*
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Figure 70 : Analyse du pourcentage de neurones myélinisés (NF200), nociceptifs (TrkA), mécanoceptifs 

(TrkB) ou proprioceptifs (Parvalbumine) parmi les neurones KCC3
+

C. Discussion de l’article

Les résultats présentés dans cette étude montrent qu’il existe un switch chlorure 

développemental dans les neurones sensitifs se produisant après la première semaine post-

natale. Ce switch est absent dans les neurones de souris KCC3
-/-

. KCC3 est exprimé dans une 

sous-population de neurones sensitifs de GRD, dans laquel il contribue à maintenir un niveau 

faible d’ions Cl
-
. 

(1) Homéostasie chlorure des neurones sensitifs adultes

Des mesures par la technique de patch perforé au moyen de la gramicidine ont révélé 

une [Cl
-
]i significativement supérieure dans les neurones post-nataux (54 mM) par rapport à 

l’adulte (28 mM). Le potentiel d’équilibre par transport passif des ions Cl
-
 prévoit une [Cl

-
]i

de l’ordre de 13 mM (Rocha-Gonzalez et al., 2008), ce qui suggère que NKCC1, co-

transporteur permettant l’entrée d’ions Cl
-
, est le principal mécanisme maintenant une 

concentration élevée de Cl
-
 dans les neurones sensitifs. L’inhibition pharmacologique de 

NKCC1 et l’étude de la souris NKCC1
-/-

 ont démontré que NKCC1 est le co-transporteur qui 

contrôle l’accumulation d’ions Cl- dans les neurones sensitifs adultes (Sung et al., 2000; 

Pieraut et al., 2007). Cependant, la diminution de l’homéostasie chlorure retrouvée dans les 

neurones sensitifs adultes comparée aux neurones post-nataux peut être attribuée soit à une 

diminution de l’activité de NKCC1, soit à une augmentation de l’activité des co-transporteurs 

KCC. Le ratio d’expression de ces cotransporteurs chlorure est primordial pour permettre la 

modification du potentiel d’inversion des ions Cl
-
 au cours du développement. Nos résultats 
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montrent que la maturation induit une augmentation de la transcription à la fois de NKCC1 

mais également des KCC, ce qui, en fonction de leur importance fonctionnelle relative, 

pourrait expliquer la diminution de la [Cl
-
]i chez l’adulte. Au cours de ce travail, nous avons 

montré que l’inhibition pharmacologique des KCC au moyen de DIOA induisait une 

augmentation de la [Cl
-
]i dans un tiers des neurones sensitifs adultes, confortant que l’activité 

de type KCC régule la sortie d’ions Cl
-
. Dans les neurones centraux, l’expression de KCC2 est 

concomitante à la maturation et à l’émergence d’une faible concentration en ions chlorures 

(Stein et al., 2004). Bien que le rôle de KCC2 dans le système nerveux central fait de lui un 

candidat légitime pour l’extrusion d’ions Cl
-
 dans les neurones périphériques, l’utilisation de 

la souris KCC3
-/-

 démontre que la sortie d’ion Cl
-
 est assurée par l’activité KCC3 dans une 

sous-population de neurones sensitifs. En utilisant l’expression de la �-galactosidase et 

l’immunohistochimie, nous avons confirmé l’expression de KCC3 dans une sous-population 

de neurones sensitifs de GRD adultes. De plus, nos données montrent que les neurones 

insensibles au DIOA ne sont pas sous le contrôle de KCC2. Ceci pourrait être contrôlé par 

l’activité des kinases-phosphastases sur NKCC1. Les osmo-senseurs que sont SPAK et OSR1 

pourraient intervenir dans la régulation cellule spécifique de la concentration intracellulaire en 

ions Cl
-
 (Delpire and Austin, 2010). 

(2) Homéostasie chlorure des neurones sensitifs post-nataux

De manière surprenante, dans les neurones sensitifs KCC3
-/-

, la [Cl
-
]i est similaire 

entre le post-natal (32 mM) et l’adulte (37 mM). Ces résultats montrent que, contrairement à 

l’adulte, KCC3 interviendrait dans la maintenance de la forte concentration en ions Cl- juste 

après la naissance. On peut supposer que les effets de KCC3 sur l’accumulation d’ions Cl- 

dans les neurones sensitifs post-nataux pourraient être liés à des effets indirects affectant le 

système de régulation de l’homéostasie chlorure. En effet, il a été montré que l’hypertension 

retrouvée chez les souris KCC3
-/-

 ne serait pas directement liée à des modulations de la [Cl
-
]i

dans les cellules vasculaires, mais plutôt à des effets neurogéniques via le système 

sympathique (Rust et al., 2006). Ceci serait cohérent avec le fait que des changements dans 

l’homéostasie chlorure, médiés par des récepteurs, apparaissent à des moments clés de la vie. 

En effet, au moment de la délivrance, l’ocytocine maternelle diminue de manière transitoire la 

[Cl
-
]i de façon à protéger les neurones centraux du stress de la naissance (Tyzio et al., 2006). 

Notre étude ouvre de nouvelles perspectives quant au fait qu’après la naissance, des 

régulations médiées par des récepteurs pourraient intervenir de manière transitoire dans le 

SNP, aboutissant à une augmentation de l’état de phosphorylation de NKCC1. Ces 
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phosphorylations joueraient un rôle fondamental non seulement dans des conditions 

physiopathologiques, mais également au cours de l’ontogénie des neurones sensitifs. 

(3) Le phénotype de la souris KCC3
-/-

 permet-il de comprendre le rôle de la régulation de 

l’homéostasie chlorure dans les neurones sensitifs ?

Des modifications d’homéostasie chlorure chez la souris KCC3
-/-

 ont déjà été 

observées à P2 et les signes morphologiques de la neuropathie périphérique se développent au 

même moment, soit à partir de P1 (Boettger et al., 2003; Byun and Delpire, 2007). L’analyse 

morphométrique du nerf sciatique de souris KCC3
-/-

 montre que dans les premiers stades de la 

pathologie, la myélinisation est normale, mais le diamètre des axones est augmenté (Byun and 

Delpire, 2007). KCC3 intervient dans le phénomène de RVD (Regulatory Volume Decrease), 

ce qui expliquerait les défauts de régulation volumique dans le nerf périphérique de la souris 

KCC3
-/-

. En plus de la régulation volumique, nos données supposent que la dépolarisation 

induite par les courants chlorures dans le système nerveux périphérique pourrait jouer un rôle 

fonctionnel pour le développement et le fonctionnement adéquat des neurones post-nataux. 

Un shift dans le potentiel d’équilibre des ions Cl- au dessus du seuil de potentiel d’action, à -

25 mV, pourrait aboutir à des effets excitateurs comme ceux observés au cours de 

l’inflammation neurogénique chez l’adulte et pourrait intervenir dans la formation des 

connections synaptiques durant la maturation post-natale. 

En conclusion, l’absence d’un switch chlorure dans les neurones sensitifs KCC3
-/-

apporte de nouvelles connaissances quant à la complexité des mécanismes cellulaires régulant 

l’homéostasie chlorure au cours de la maturation. Contrairement aux neurones post-nataux, 

KCC3 pourrait intervenir directement dans l’établissement de la concentration cytoplasmique 

en ions chlorures dans une sous-population de neurones sensitifs adultes. 

D. Résultats complémentaires : Mesure d’excitabilité des neurones 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, le GABA est connu pour être, avec la 

glycine, le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central. En effet, son 

récepteur ionotropique, GABAA, permet l’entrée ou la sortie d’ions Cl
-
 en fonction des 

concentrations intracellulaires et extracellulaires en chlorure. 
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Figure 71 : Conséquences de la concentration intracellulaire en ions chlorures sur l'activité du canal 

ionotropique GABAA. 

 Comme le montre la Figure 71, en fonction les activités respectives de NKCC1 

et du ou des KCCs, la concentration intracellulaire en ions chlorures est plus ou moins 

importante. La [Cl
-
]i dans les neurones sensitifs est relativement élevée, voir même très élevée 

dans une sous-population de neurones KCC3
-/-

, ce qui entraine une sortie d’ions Cl
-
 après 

ouverture des canaux GABAA. Si la dépolarisation générée est suffisante pour en atteindre le 

seuil d’activation, une activité électrique se produit. Dans le cas contraire, la dépolarisation 

induit une inactivation des canaux sodiques et calciques dépendants du voltage (« gate 

control »).  

La technique que nous avons utilisée pour étudier les conséquences de l’absence de 

KCC3 sur la physiologie neuronale est la mesure de calcium intracellulaire, basée sur 

l’utilisation d’un fluorophore calcique, le Fura-2 AM. En effet, si la concentration en ions 

chlorures est suffisante pour induire un potentiel d’action, nous devons pouvoir générer, via 

les canaux calciques dépendant du voltage, une entrée majeure d’ions Ca
2+

 dans la cellule. 

La Figure 72 présente 2 tracés types obtenus par imagerie calcique sur des cultures de 

neurones sensitifs lombaires adultes de souris sauvages et KCC
-/-

 enregistrés environ 2h après 

la mise en culture.  
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Figure 72 : Tracés obtenus par imagerie calcique sur des neurones KCC3+/+ et KCC3-/-. Du Lock 

Normal, du Muscimol 50�M et une solution de KCl 50mM sont perfusés respectivement au bout de 30 sec, 

120 sec et 540 sec. 

Les mesures par imagerie calcique des variations de calcium intracellulaire montrent 

que 29% (29/98) des neurones KCC3
+/+

 et que 34% (37/109) des neurones KCC3
-/-

 répondent 

au muscimol par une entrée de calcium (Figure 73). De plus, aucune différence significative 

n’a été observée dans les amplitudes de réponse à la perfusion de KCl 50mM (1.43 ± 0.08 et 

1.24 ± 0.11, respectivement pour les neurones KCC3
+/+

 et KCC3
-/-

) ou de Muscimol 50�M 

(0.17 ± 0.04 et 0.14 ± 0.02, respectivement pour les neurones KCC3
+/+

 et KCC3
-/-

) (Figure 

74). Ces résultats montrent donc que KCC3 ne régit pas l’excitabilité au muscimol seul dans 

les neurones sensitifs en culture. 

Figure 73 : Pourcentage de neurones KCC3
+/+

 et KCC3
-/-

 en culture répondant au muscimol par une 

augmentation de calcium intracellulaire 
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Figure 74 : Amplitude de réponse des neurones sensitifs adultes, après 24h de culture, à la perfusion (A) 

de KCl 50mM dans les neurones ne répondant pas au muscimol et (B) de KCl 50mM et de muscimol 

50�M dans des neurones répondant au muscimol. 
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DISCUSSION GENERALE 
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I. Homéostasie chlorure

A. Les neurones sensoriels périphériques post-nataux

Dans le SNC, un très grand nombre d’études a démontré que les neurones effectuaient 

un switch chlorure au cours des deux semaines suivant la naissance. Dans les neurones 

périphériques, il existe un flou sur l’existence de ce switch en raison de la forte [Cl
-
]i

conservée chez l’adulte. Les résultats concernant les neurones de ganglions rachidiens 

dorsaux sont, selon les études, contradictoires. En effet, en utilisant l’imagerie chlorure, basée 

sur l’utilisation du MQAE, le groupe du Dr Frings a mis en évidence un switch de cette 

concentration entre 6 et 14 jours après la naissance (Gilbert et al., 2007). A l’inverse, Rocha-

Gonzales et coll. n’ont pas observé cette modification. Ils avancent que à P1, comme à P21, 

les neurones ont une [Cl
-
]i élevée (Rocha-Gonzalez et al., 2008). Chabwine et coll. ont mesuré 

des valeur identiques de [Cl
-
]i chez des rats au stade E14 (Chabwine et al., 2009). Au cours de 

notre étude, basée sur l’utilisation d’une technique électrophysiologique, nous avons constaté 

que entre P2 et P6, 80% des neurones possédaient une [Cl
-
]i élevée. Une des hypothèses que 

nous pouvons avancer est l’âge auquel ces études ont été menées. En effet, alors que Rocha-

Gonzales et coll. ont travaillé sur des animaux de P0-P1, Gilbert et coll. ont travaillé entre P1 

et P4. Or, depuis les travaux du Dr Ben Ari, nous savons qu’au moment de la naissance, 

certaines hormones, comme l’ocytocine, sont capables de modifier brutalement et 

transitoirement, l’homéostasie chlorure dans les neurones sensoriels (Tyzio et al., 2006). Rien 

n’empêche de penser qu’un mécanisme similaire puisse se produire dans les neurones 

sensoriels, qui sont également au premier rang en ce qui concerne le traumatisme de la 

naissance. D’autre part, notre étude, comme celle de Gilbert et coll. a été conduite sur des 

souris, et non des rats. Il existe de nombreuses différences entre ces deux espèces pouvant être 

à l’origine de régulations différentes du système exposé ici. Pour finir, en raison des limites 

liées à l’utilisation du MQAE, pouvons-nous vraiment prendre pour acquis des résultats 

obtenus par imagerie chlorure ? 

B. Les neurones sensoriels périphériques adultes

Les mesures de [Cl
-
]i obtenues chez l’adulte par la technique de patch perforé sont en 

corrélation avec celles de la littérature (Sung et al., 2000). Néanmoins, certains résultats 

obtenus par l’équipe du Pr Frings ont mis en évidence des valeurs supérieures de 
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concentration en ions Cl
-
 (autour de 60mM) (Gilbert et al., 2007). Deux hypothèses pourraient 

expliquer ces variations. D’une part, ils ont utilisé une sonde chlorure, le MQAE (N-6-meth-

oxyquinolinium Acetoethylester), qui est une sonde non-ratiométrique. Autrement dit, 

l’intensité de fluorescence utilisée dépend de la concentration dans les cellules, ce qui ne peut 

être contrôlé par l’expérimentateur. De plus, cette sonde subit une perte de rendement au 

cours du temps, pouvant être à l’origine d’erreurs dans l’analyse. Enfin, leur travail a été 

réalisé sur des tranches de GRD et non sur des cultures primaires comme dans notre étude. En 

2008, une autre étude, utilisant la même sonde, mais cette fois, sur des cultures de neurones 

sensoriels de souris de 21 jours, a montré des [Cl
-
]i inférieures (de l’ordre de 47mM), mais 

tout de même supérieures aux nôtres et présentant, comme dans l’étude de Gilbert et coll., une 

distribution large des valeurs de [Cl
-
]i (Rocha-Gonzalez et al., 2008).  

Enfin, en mesurant les [Cl
-
]i de manière aléatoire, nous montrons une homogénéité de 

concentration au sein de nos neurones qui ne dépend par du diamètre somatique. 

II. Les Co-transporteurs

A. Distribution de NKCC1 dans les GRD

Sung et coll., puis Alvarez-Leefmans et coll. ont observé par différentes techniques 

que NKCC1 était exprimé dans tous les neurones de GRD (Alvarez-Leefmans et al., 1988; 

Sung et al., 2000; Alvarez-Leefmans et al., 2001). Une seule étude suggère que NKCC1 ne 

serait exprimé que par les neurones de petit diamètre et les cellules gliales satellites qui 

entourent les neurones (Price et al., 2006). L’anticorps utilisé dans leur travail est remis en 

question par Gilbert et coll. (Gilbert et al., 2007). Nous ne pouvons ni confirmer ni infirmer la 

véracité de ces résultats. En effet, notre anticorps ne reconnaît que la forme phosphorylée sur 

les Thr 212 et 217 de NKCC1 (Flemmer et al., 2002). Néanmoins, après axotomie, nous 

avons détecté la protéine à la membrane d’une sous-population de neurones de moyen et 

grand diamètres, exprimant également le récepteur IL6-R. Ceci confirme l’expression de 

NKCC1 dans ces neurones, au moins après lésion. Les résultats de RT-PCR n’ayant démontré 

aucune différence d’expression de l’ARNm de NKCC1 au sein du ganglion entier, il est 

difficile d’imaginer une néo-expression du co-transporteur induite par la lésion. Nos résultats, 

associés à la littérature confirment donc une expression ubiquitaire de NKCC1 dans les GRD. 
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B. Au cours du développement : NKCC1, oui…Mais KCC ?

La forte [Cl
-
]i enregistrée dans ces neurones chez l’adulte a longtemps suggéré une 

absence de switch chlorure développemental (Rocha-Gonzalez et al., 2008; Chabwine et al., 

2009), et un rôle prépondérant de NKCC1 (Gilbert et al., 2007; Rocha-Gonzalez et al., 2008; 

Chabwine et al., 2009). D’un autre côté, le rôle prédominant de KCC2 au niveau central, a fait 

de lui le seul candidat plausible en périphérie. Cependant, en mesurant le niveau d’expression 

de KCC2 juste après la naissance, on constate une expression très faible, voire inexistante de 

ce co-transporteur (Rivera et al., 1999; Coull et al., 2003; Stein et al., 2004), qui, bien qu’elle 

augmente chez l’adulte, n’en demeure pas moins très inférieure à celle de KCC1, KCC3 et 

NKCC1. Au cours du développement, nous avons constaté que l’expression de l’ARNm de 

KCC3 était significativement plus augmentée que les autres co-transporteurs. Ceci est en 

corrélation avec les résultats de Pearson et coll. qui montrent une augmentation de son 

expression dans le cerveau entre le post-natal et l’adulte (Pearson et al., 2001). Cependant, les 

auteurs suggèrent un rôle dans la myélinisation des neurones en raison d’un pattern 

d’expression similaire à celui de la Myelin Binding Protein. Cette hypothèse est contredite par 

le Dr Eric Delpire (Byun and Delpire, 2007). Nos résultats électrophysiologiques chez le post-

natal tendent à prouver que KCC3 n’interviendrait pas uniquement dans la myélinisation, 

mais également dans le contrôle de l’homéostasie chlorure neuronale. Par contre, cette 

augmentation d’expression de KCC3 est en contradiction avec les résultats du Dr Frings 

(Gilbert et al., 2007). Cependant, leurs résultats sont basés sur des RT-PCR semi-

quantitatives, qui ne permettent pas des analyses fines des niveaux d’expression. 

C. KCC3 : Equivalent périphérique de KCC2 ?

Bien que le rôle de NKCC1 ne soit plus à remettre en cause dans ce système, il 

apparaissait logique qu’un KCC permette une régulation inverse. Sa forte expression chez 

l’adulte fait de KCC3 un candidat plus intéressant que KCC2. De plus, l’étude de la souris 

KCC3
-/-

, a permis de mettre en évidence que 30% des neurones sensoriels régulent au moins 

en partie leur homéostasie chlorure grâce à KCC3. L’approche pharmacologique au moyen de 

DIOA, touchant tous les KCCs, a donné les mêmes résultats que la souris KCC3
-/-

, à savoir un 

doublement de la concentration intracellulaire en ions Cl
-
. Cela exclu donc que les autres CCC 

présents puissent jouer un rôle. Une question reste alors en suspend : Comment les autres 

neurones régulent-ils leur homéostasie chlorure ? La théorie la plus probable est que la 
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régulation de NKCC1 est suffisante dans ces neurones (Rocha-Gonzalez et al., 2008). Dans ce 

cas, qu’est ce qui distingue ces neurones ? Delpire et coll. ont étudié  par RT-PCR et western 

blots semi-quantitatifs, l’expression de SPAK et OSR1 dans les GRD. Ils ont montré que ces 

kinases avaient un niveau d’expression similaire. Malheureusement, ils n’ont pas regardé la 

distribution de SPAK et OSR1 par immunohistochimie. Une expression différentielle des 

kinases entre les sous-populations neuronales pourrait expliquer nos résultats. 

D. Existe-il des compensations chez la souris KCC3
-/-

 ?

L’apparition du syndrome d’Andermann chez l’homme, ainsi que des phénotypes 

lourds observés chez la souris KCC3
-/-

 laissent penser qu’il n’existerait pas de compensation 

par les autres KCC neuronaux (Boettger et al., 2003; Howard et al., 2003). Des analyses 

préliminaires d’expression des ARNm des autres canaux chlorures n’ont pas apporté la preuve 

d’une compensation transcriptionnelle de l’activité KCC3. Bien que nous ne puissions pas 

dire s’il existe ou non des jeux de phosphorylation / déphosphorylation permettant de 

compenser l’activité de KCC3 chez l’adulte, nos résultats ne le suggèrent pas. En effet, 

l’augmentation d’homéostasie chlorure chez l’adulte est en accord avec l’activité de KCC3 et 

le pourcentage de neurones l’exprimant in vivo. Cependant, la question peut se poser sur nos 

résultats post-nataux. Contrairement à ce que nous imaginions, c’est une diminution de la [Cl
-

]i moyenne que nous avons observé. Des analyses préliminaires d’expression des ARNm des 

autres canaux chlorures n’ont pas apporté la preuve d’une compensation transcriptionnelle de 

l’activité KCC3. Autrement dit, chez le post-natal, KCC3 permettrait la maintenance d’une 

forte [Cl
-
]i. Une interprétation plausible serait que l’expression de KCC3 dans d’autres tissus 

ou systèmes, régule de façon indirecte l’homéostasie chlorure des neurones sensitifs. Ainsi, il 

a été démontré que l’hypertension artérielle chez la souris KCC3
-/-

 est consécutive à une 

dérégulation du système sympathique et non à un effet mécanique direct (Rust et al., 2006). 

Des marquages immunohistochimiques chez la souris post-natale sont en cours afin de voir si 

les neurones expriment déjà KCC3, et si oui, quel pourcentage. L’absence d’un marquage 

KCC3 permettrait de confirmer notre hypothèse. 
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E. KCC3 : Un nouveau marqueur de population ?

La mise en évidence de marqueurs de population dans les ganglions rachidiens 

dorsaux est un enjeu crucial dans la compréhension. Il existe une grande quantité de critères 

fonctionnels, morphologiques, biochimiques et électrophysiologiques. KCC3 semble être un 

nouveau marqueur. Nos doubles marquages montrent que ces neurones sont uniquement 

nociceptifs et mécanoceptifs. Une étude plus poussée est nécessaire pour affiner la population. 

Notre pattern d’expression pourrait correspondre à celui d’un canal calcique sensible au 

voltage, Cav3.2, exprimé dans les neurones D-Hair mécanosensibles (Dubreuil et al., 2004; 

Aptel et al., 2007). Pour le confirmer, il est nécessaire d’effectuer des doubles marquages au 

moyen de l’anticorps reconnaissant Cav3.2 (Bourinet et al., 2005).L’intérêt serait alors de 

pouvoir étudier le rôle de KCC3 dans une population neuronale précise et identifiable in vitro. 

III. Lésion et système nerveux périphérique

A. La phosphorylation de NKCC1

Nous avons montré au cours de ce travail que l’interleukine 6 active NKCC1 par 

phosphorylation du cotransporteur. Cependant, nous ne savons pas si cette phosphorylation 

permet la translocation de NKCC1 à la membrane, ou si la protéine est déjà à la membrane, 

mais inactive. Rinehart et coll. ont montré que la déphosphorylation de KCC3 par la protéine 

phosphatase augmentait son adressage à la membrane (Rinehart et al., 2009). Galan et 

Cervero ont également observé, après injection de capsaïcine dans le colon, induisant une 

hyperalgie mécanique, une augmentation de la phosphorylation de NKCC1, associée à une 

mobilisation membranaire (Galan and Cervero, 2005). A l’inverse, Gagnon et coll. ont montré 

que SPAK et WNK4 ne jouaient pas sur l’adressage de NKCC1 à la membrane (Gagnon et 

al., 2006). Deux expériences nous permettraient de répondre à la question. D’une part, 

l’utilisation d’un anticorps dirigé contre la forme déphosphorylée de NKCC1 (ou simplement 

NKCC1) permettrait de connaître sa localisation subcellulaire (par exemple, l’anticorps T4 

(Stil et al., 2009)). D’autre part, il serait possible d’injecter dans le cytoplasme des neurones 

en culture, un plasmide, codant pour la protéine de fusion NKCC1-GFP. La technique utilisée 

est l’électroporation sur cellule isolée (Boudes et al., 2008). Cette méthode nous donnerait la 

possibilité de suivre la fluorescence chez des souris contrôles et axotomisées. 



128

B. Signalisation et activation de NKCC1

Parmi les nombreuses voies de signalisation impliquées dans la régénération nerveuse 

après lésion, celle de l’IL6 semble primordiale dans la régulation de l’homéostasie chlorure 

des neurones de moyen et grand diamètres. Trois voies émergent du récepteur à l’IL6 via la 

protéine JAK : la voie MAPK, la voie PI3K et la voie STAT3 (Heinrich et al., 2003). Nos 

résultats montrent que la voie MAPK n’est pas impliquée dans le phénomène, contrairement à 

la voie PI3K. En effet, l’inhibition pharmacologique de la voie PI3K (LY294002 et 

wortmannin) empêche l’accumulation d’ion Cl
-
 induite par la lésion. Ces résultats sont en 

corrélation avec ceux de Ito et coll. et Okamoto et coll. qui ont montré qu’une lésion du nerf 

hypoglosse entrainait une augmentation de l’expression de certaines sous-unités de la PI3K 

(Ito et al., 1996; Okamoto et al., 2004). Le lien avec NKCC1 pourrait alors être la kinase Akt 

(Figure 75). En effet, Akt est à la fois un substrat de la PI3K, et une kinase phosphorylant 

WNK1 (Vitari et al., 2004), qui, comme nous l’avons vu dans l’introduction, intervient dans 

la phosphorylation de NKCC1. La voie STAT3, quant à elle, est fortement impliquée dans les 

mécanismes de régénération après lésion (Schwaiger et al., 2000; Lee et al., 2004; Qiu et al., 

2005). Or, l’un des gènes cible de ce facteur de transcription est le gène codant pour la 

protéine SOCS (Suppressor of cytokines signaling), permettant d’inhiber la voie des cytokines 

(Fischer et al., 2004; Miao et al., 2006). SOCS est induit en réponse à l’axotomie via la voie 

STAT3 de façon à effectuer un rétrocontrôle négatif sur la voie IL6-R (Miao et al., 2006) 

(Figure 75). Il empêche la phosphorylation de STAT3 par JAK. Selon une étude de 2009, la 

délétion de SOCS permet une régénération axonale selon une voie dépendante de la gp130, 

sous-unité signalante de l’IL6 (Smith et al., 2009). La question est maintenant de savoir si 

l’une et/ou l’autre des deux voies intervient dans l’activation de NKCC1. 
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Figure 75 : Hypothèse sur la signalisation par l'IL6 aboutissant à l'activation de NKCC1 

C. KCC3 : rôle physiologique uniquement ?

Nous n’avons pas analysé les conséquences de l’axotomie sur l’homéostasie chlorure 

et la régénération des neurones axotomisés dans la souris KCC3
-/-

. Cependant, nous avons vu 

que la lésion induisait une accumulation d’ions Cl- dans les neurones sauvages. Que pourrait 

provoquer l’axotomie sur les 30% de neurones présentant déjà une forte concentration en ions 

chlorures en l’absence de KCC3 ? Dans le SNC, une diminution de l’activité de KCC2 est 

observée après lésion. Les résultats, publiés par notre équipe en 2007, ont montré que même 

en bloquant l’activité NKCC1 par le bumétanide, il subsiste une augmentation de la [Cl
-
]i

après axotomie (Pieraut et al., 2007). Il se pourrait que KCC3 soit, au moins en partie, 

responsable de cette accumulation résiduelle. L’étude de la souris KCC3
-/-

 après lésion du nerf 

sciatique permettrait de vérifier cette hypothèse. 
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IV. Homéostasie chlorure et excitabilité

Certes, la concentration intracellulaire en ions Cl
-
 dans les neurones sensitifs est très 

supérieure à celle des neurones centraux. En conditions physiologiques, bien que dépolarisant, 

le GABA n’en reste pas moins inhibiteur. Malgré une augmentation significative de la [Cl
-
]i

après axotomie, une augmentation de l’excitabilité reste encore hypothétique. 

 Nous aurions pu imaginer que KCC3 permette de réguler l’homéostasie chlorure de 

manière à empêcher le GABA de devenir excitateur. Afin d’aborder le rôle de KCC3 sur 

l’excitabilité neuronale, l’imagerie calcique a permis d’effectuer un « screening » global de 

nos neurones. Nos résultats sur la souris KCC3
+/+

 sont en corrélation avec ceux de la 

littérature (Viero et al., 2006). Les auteurs ont observé que 23% des neurones (contre 30% 

dans notre étude) répondaient au muscimol par une augmentation de la concentration 

intracellulaire en calcium. Nous avons constaté que l’absence de KCC3 n’entrainait pas 

d’augmentation des entrées calciques dans les neurones en réponse au muscimol. Bien 

évidemment, des mesures électrophysiologiques du potentiel de membrane des neurones ainsi 

que de l’activité électrique auraient permis une étude plus fine du système. Il se peut que nous 

soyons passés à côté de phénomènes rapides, tels que des potentiels d’action. Les 

modifications post-traductionnelles des CCC permettant des régulations rapides de leur 

activité, nous avons tenté de mesurer ces variations calciques le jour même de la mise en 

culture. Ces expériences préliminaires ont montré une augmentation du pourcentage de 

neurones à répondre au muscimol chez la souris KCC3
-/-

. Ceci laisse penser que KCC3 

permettrait d’inhiber l’activité électrique à court terme. Via des phénomènes rapides de 

phosphorylation / déphosphorylation, KCC3 pourrait donc permettre d’inhiber l’activité 

électrique post-lésionnelle des neurones sensoriels. Après un jour de culture, la souris KCC3
-/-

ne montrant pas de différence avec la KCC3
+/+

, il est probable que d’autres mécanismes, plus 

tardifs, se mettent en place.  

Bien évidemment, tout ceci n’est que pure conjecture, puisque nous ne prenons pas en 

compte ici les entrées excitatrices. Il aurait donc été intéressant de coupler le glutamate au 

muscimol lors de l’imagerie calcique, afin de voir si nous avions réellement à faire à une 

augmentation de l’excitabilité des neurones KCC3
-/-

. Lors d’une étude menée sur les neurones 

mécanosensibles D-Hair, notre équipe a mis en évidence que le courant calcique à bas seuil 

d’activation de type T, Cav3.2, amplifiait la dépolarisation membranaire induite par le courant 

GABA, permettant ainsi le déclenchement de potentiels d’action (Aptel et al., 2007). Ce 

travail montre que le canal calcique de type T est une condition permettant l’excitabilité par le 
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GABA. Autrement dit, bien que nous ayons à faire à des dépolarisations induites par le 

GABA, les entrées excitatrices semblent nécessaires pour promouvoir l’excitation neuronale. 

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe �II.E, le pattern d’expression de KCC3 pourrait 

correspondre à celui du canal Cav3.2. Si cela se confirme, KCC3 pourrait être un acteur 

majeur de l’excitabilité des neurones D-Hair par le GABA. 

V. La régénération des neurones sensoriels

A. IL6 et régénération

Suite à une lésion nerveuse, les neurones vont s’engager soit vers une voie d’apoptose, 

soit vers une voie de régénération. Au cours du processus de régénération, les neurones 

adoptent une pousse neuritique dite « élonguée ». Des travaux antérieurs de l’équipe ont 

montré que la vitesse de pousse des neurones était significativement augmentée après 

axotomie, et que cette augmentation était dépendante de la [Cl
-
]i (Pieraut et al., 2007). L’IL6, 

cytokine pro-inflammatoire, connue pour intervenir dans les processus de régénération, 

semble jouer sur l’homéostasie chlorure. Un point que nous n’avons pas abordé ici est de 

savoir si l’IL6 modifie la vitesse de pousse. L’étude par immunohistochimie de la vitesse de 

pousse des neurones semble être la technique la plus adaptée, contrairement à la vidéo 

microscopie, qui ne permet pas de cibler les neurones d’intérêt. Ces travaux sont actuellement 

en cours de réalisation. L’utilisation des drogues et autres anticorps bloquants, ainsi que la 

souris IL6
-/-

, utilisés dans ce travail, pourrait semble-t-il ralentir la vitesse de régénération des 

neurones lésés. L’IL6 et sa voie de signalisation feraient donc une cible de choix dans le 

traitement des pathologies nerveuses traumatiques. 

B. KCC3, une cible potentielle pour améliorer la vitesse de pousse 

régénérative ?

La souris KCC3
-/-

 a montré une accumulation intracellulaire en ions Cl- dans une sous-

population de neurones, même chose après traitement des neurones contrôles par des 

inhibiteurs de KCC. Cette augmentation de la [Cl
-
]i est identique à celle retrouvée après 

axotomie. Il aurait donc été intéressant de mesurer la vitesse de pousse des neurones en 

culture par vidéo microscopie. Un résultat positif sur la régénération donnerait de nouvelles 

pistes pour la compréhension du phénomène. Néanmoins, la croissance des neurones est un 
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phénomène complexe, faisant intervenir de nombreuses voies de signalisation. Caractériser 

plus précisément la population KCC3
+
 est un enjeu de taille. Nous ne savons toujours pas si 

les neurones exprimant KCC3 correspondent à une population de neurones connue. Il reste 

donc encore beaucoup de travail avant d’élucider le rôle précis de KCC3 dans la régénération 

VI. Epilogue

Mon travail de thèse s’est porté sur l’étude des rôles de l’interleukine 6 et du co-

transporteur cation-chlorure KCC3 dans la régulation de l’homéostasie chlorure des neurones 

sensoriels. La Figure 76 récapitule les résultats obtenus. Deux points majeurs ressortent de ces 

résultats. Tout d’abord, l’IL6, après liaison à son récepteur, l’IL6-R�, permet la mise en jeu 

d’une voie de signalisation responsable de l’activation de NKCC1 et donc de l’accumulation 

intracellulaire d’ions chlorures. La connaissance de cette voie de signalisation peut s’avérer 

cruciale pour la compréhension, et peut être l’amélioration, des mécanismes de régénération 

périphérique suite à une lésion nerveuse. D’autre part, nous avons pu mettre en évidence 

l’existence d’un switch chlorure dans les neurones sensoriels. Dans une sous-population de 

neurones, ce switch est lié à l’activité de KCC3. Bien que nous soyons encore très loin de 

comprendre les mécanismes mis en jeu dans le syndrome d’Andermann, pathologie liée à une 

mutation de KCC3, cette découverte explique pourquoi le phénotype sensoriel chez la souris 

KCC3
-/-

 apparait au cours des deux premières semaines d’existence. Cette preuve d’une 

atteinte fonctionnelle neuronale donne de nouvelles pistes quant à la compréhension de la 

maladie, mais également de l’ontogénie des neurones sensoriels. 
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Figure 76 : Schéma récaptitulatif de l’homéostasie chlorure dans les neurones sensoriels 
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Abstract 

The T-type calcium channel Cav3.2 is expressed in nociceptive and mechanosensitive 

sensory neurons. The mechanosensitive D-hair neurons, which innervate hair follicles, are 

characterized by a large-amplitude Cav3.2 T-current involved in the amplification of slow 

moving stimuli. However, the molecules and signaling pathways that regulate T-current 

expression in mechanoreceptors are unknown. Through in-vitro identification of D-hair 

neurons, we investigated the effects of the putative target-derived neurotrophin NT-4 on 

Cav3.2 T-current expression in D-hair neurons. Interruption of NT-4 supply with peripheral 
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nerve axotomy induced a non-transcriptional decrease in the T-current amplitude of fluoro-

gold labeled axotomized sensory neurons. The T-current amplitude was restored with NT-4 

incubation. Deletion of NT-4 through genetic ablation resulted in a similar selective loss of 

large amplitude T-current in NT-4
-/-

 sensory neurons, which was rescued with addition of NT-

4. NT-4 had no effects on the T-current in axotomized Cav3.2
-/- 

D-hair neurons. Neither T-

current biophysical properties nor Cav3.2 transcript expression were modified by NT-4. 

Pharmacological screening of signaling pathways activated under the high-affinity NT-4 

receptor, TrkB, identified a role of PI3 kinase in the potentiation of T-current. These data 

demonstrate the post-transcriptional up-regulation of Cav3.2 T-current through activation of 

high-affinity NT-4 receptor and identify NT-4 as a target-derived factor that regulates 

mechanosensitive function of D-hair neurons through T-current expression. 

Abbreviations CAMKII, calmodulin kinase II; DRB, 5,6-dichlorobenzimidazole riboside; 

PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; p75
NTR

, low 

affinity neurotrophin receptor; Trk tropomyosin receptor kinase. 

Introduction 

Low-threshold tactile mechanoreceptors are composed of different functional neuronal 

types innervating glabrous and hairy skin (Martin & Jessell 1992). Ionic channels are 

molecular signatures of a somatic sensation converting a specific physical stimulus into 

electrical activity. Despite their prominent role in the detection, propagation, and integration 

of somatic sensations, only few ionic channels have been identified as specific functional 

markers of mechanoreceptors or proprioceptors; even less is known about the regulation of 

their expression (Tsunozaki & Bautista 2009). 
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Among the low-threshold mechanoreceptors, the down-hair mechanoreceptors 

innervating the hair follicles are probably the best functionally characterized. A molecular 

hallmark of D-hair neurons is the high expression of Cav3.2 gene, coding for a low-voltage 

activated Ca
2+

 channel, together with the high-affinity tropomyosin receptor, TrkB (Stucky et 

al. 2002; Shin et al. 2003; Dubreuil et al. 2004). Although the mechanoreceptor responsible 

for stimulus detection in D-hair neurons is unknown, functional studies using ex vivo skin-

nerve preparations have demonstrated that the Cav3.2 T-current increases the mechanical 

sensitivity of D-hair neurons (Shin et al. 2003). Identification of D-hair neurons in culture, 

based on induction of a rosette-like neuritic growth after treatment with neurotrophin-4 or 

brain-derived neurotrophic factor, confirmed the presence of a large-amplitude T-current 

mainly due to the Cav3.2 gene (Dubreuil et al. 2004; Aptel et al. 2007). The role of the T-

current in mechanotransduction was further clarified by showing that it reduces the threshold 

to trigger electrical activity in culture, and may enhance the sensitivity of these neurons to 

slowly moving stimuli ex vivo (Dubreuil et al. 2004). Having demonstrated that the T-current 

is involved in stimulus amplification of hair movement, the next issue was to determine 

whether the T-current in D-hair neurons is sensitive to external cues, particularly 

neurotrophin-4 (NT-4). 

Neurotrophins are molecular mediators of synaptic and morphological plasticity and 

play a role not only during development but also in the maintenance of normal functioning 

(Mcallister et al. 1999). The importance of neurotrophins in mechanotransduction has been 

demonstrated by showing that they are necessary for normal functioning of slowly adapting 

fibers (Carroll et al. 1998). They have also been shown to regulate expression of the 

mechanosensitive ASIC2 channel (McIlwrath et al. 2005), and are involved in the 

differentiation of sensory neuron mechanosensitivity (Lechner et al. 2009). NT-4 induces 

rosette-like neurite growth in vitro is evocative of large receptive fields and exuberant 
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terminal growth of D-hairs in the skin (Heppenstall & Lewin 2006). This suggests that NT-4 

could be a target-derived neurotrophin. In the present study, we investigated the effects of 

NT-4 on the large-amplitude T-current in cultured D-hair neurons. To address this question, a 

peripheral nerve injury model was used to induce peripheral NT-4 deprivation. Following 

nerve injury, we show that NT-4 restores Cav3.2 T-current amplitude in axotomized D-hair 

neurons through post-transcriptional effects of TrkB activation. Analysis of the T-current in 

sensory neurons from NT-4
-/-

 mice confirmed the role of NT-4 in the maintenance of large-

amplitude T-current expression. 

Methods 

Ethical approval 

Experimental procedures were approved by the local ethics committee. 

Animals and surgery 

Adult female Swiss mice and C57/Bl6 mice (CERJ, Le Genest St Isle, France) were 

housed in cages with a 12/12 h light/dark cycle and fed food and water ad libitum. Adult mice 

lacking Cav3.2 (Cav3.2
-/-

) and NT-4 (NT-4
-/-

) were generated as described previously (Chen

et al. 2003) and (Conover et al. 1995). Care and use of the mice conformed to institutional 

policies and guidelines. For surgery, mice were anaesthetized by constant isoflurane 

inhalation. The left sciatic nerve was exposed at the mid-thigh level, sectioned, and a 2-3 mm 

fragment of nerve was removed. For retrograde neuronal tracing, 5 µl of 2 % fluoro-gold in 

sterile distilled water (Molecular Probes) was injected close to the proximal sciatic stump and 

the wound was sutured. Mice were kept alive for 4 to 5 days. 
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DRG neuron isolation 

Mice were killed by CO2 inhalation followed by cervical dislocation in accordance with 

European guidelines and their dorsal root ganglia were then removed. Neuronal cultures were 

established from L4-L6 lumbar dorsal root ganglia as previously reported (Andre et al. 2003). 

Two hours after plating, the culture medium was carefully removed and replaced to eliminate 

dead cells and tissue debris, and recombinant NT-4 (PeproTech) was added when required.  

Electrophysiology 

Currents were recorded after 1 day in vitro (DIV), at 20-22°C, with the whole-cell 

patch-clamp technique. For recordings of calcium currents, the bath solution contained 140 

mM TEA-Cl , 2 mM CaCl2 or 1 mM BaCl2, 1.5 mM MgCl2, 10 mM glucose, 10 mM HEPES, 

pH 7.4. The pipette solution contained 145 mM CsCl, 1.5 mM Mg-ATP, 0.5 mM Na-GTP, 

0.1 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7.35. Signals were filtered at 2 kHz and sampled at 5 

kHz. Cell capacitance was determined by fitting an exponential curve to the uncompensated 

current trace resulting from a voltage-clamp step from -80 mV to -90 mV. NT-4-induced 

rosette like neurite growth after 1 DIV led to the appearance of a second slower capacitive 

time constant and best fits were obtained with two exponential curves; the fast component 

accounted for 75-80 % of the total capacitance signal and the slow component 15-20 %. 

Corresponding values of capacitance varied from 25 to30 pF and from 80 to 130 pF (n = 20), 

respectively. As T-channel expression within soma and neurites is unknown, T-current 

amplitude in D-hair neurons was not normalized to cell capacitance to allow comparison of 

the total T-channel pool within a same population. As far as possible, series resistance 

compensation (40-70 %) was used to reduce voltage errors, and only activation curves 

displaying regular increases in current amplitude following threshold potential were analyzed. 

Activation curves were fitted with the Boltzman equation: 
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I/Imax = (1 + exp (V1/2act - V) k)
-1

, 

where I is the current amplitude at membrane voltage V, Imax is the T-current maximal 

conductance at - 40 mV, V1/2act is the half-activation voltage, and k is the slope factor. 

Inactivation curves were fitted with a Boltzman equation using normalized current values: 

I/Imax = =(1 + exp (V1/2inac - V) k)
-1

, 

where I is current at membrane voltage V, Imax is maximal current with a -100 mV 

conditioning prepulse, and V1/2inac and k have the same meaning as above. 

For patch-clamp experiments, identification of axotomized neurons was performed 

using wide-field epifluorescence illumination achieved by using an X-cite lamp with a 

standard filter set for ultra-violet excitation. For morphological analysis, neurons were fixed 

and images were collected using a 20X pan-fluor objective on an upright Leica microscope 

equipped with a CCD camera. For each experiment, cell-size was estimated on an eyepiece 

micrometer scale. 

All drugs were from Sigma, prepared as stock solutions and stored at -20°C for two 

weeks. Anti-NGF receptor p75 (p75
NTR

) (working dilutions 1:1000 to 1:100) was from 

Millipore and stored at -20°C. 

Quantification of mRNA expression levels by real-time quantitative PCR 

Total mRNA was extracted at day 1 from in vitro primary cultures obtained from nine 

L4-L6 DRG in adult mice, using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). 

Reverse transcription was performed with 200 ng mRNA using the Quantitect RT kit 

(Qiagen). Primers were designed using the Primers 3.0 software. The mouse Cav3.2 forward 

primer sequence was 5' AGCAAGCTGCGTCGCATTGT and the reverse sequence was 5'

TCCAGCGCGTTAGTCAGCTCAT. To confirm the efficiency of nerve axotomy, we used 

the injury marker Sprr1a (small proline-rich repeat protein 1A) forward primer, 
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5’CCAGCAGAAGACAAAGCAGA and reverse primer, 

5’GGGCAATGTTAAGAGGCTCA. PCR in real time was performed on 10 ng cDNA using 

SYBR Green I dye detection in the Light Cycler system (Roche Diagnostics) as previously 

described (Pieraut et al. 2007). Relative amounts of cDNA were calculated using the 

comparative delta-Ct method from two independent experiments. The internal reference gene 

was polymerase (RNA) II polypeptide J, Polr2j whose expression does not change after 

axotomy. 

Statistical analysis 

All values are reported as mean ± s.e.m. Statistical significance was evaluated using 

one-way ANOVA (followed by post hoc analysis using Bonferroni test), Student's unpaired t

test as indicated, with P < 0.05 considered to be significant. The non parametric Mann-

Whitney test was used for the RT-qPCR experiments (Graphpad Prism 5, Graphpad software 

Inc., La Jolla CA). 

Results 

NT-4 rescues T-current amplitude in axotomized D-hair neurons 

To examine whether NT-4 deprivation at the periphery could affect T-current 

amplitude recorded in vitro, the sciatic nerve was sectioned in vivo to interrupt the supply of 

target-derived neurotrophic factors for several days. To assess the effects of NT-4 on T-

current amplitude, the distribution of T-current amplitude was randomly analyzed, under 

control conditions and five days after in vivo sciatic-nerve transection, within the medium-

sized population of sensory neurons which contains D-hair neurons. 30 % of medium-sized 

sensory neurons (32 out of 106) expressed a T-current as recorded with a ramp protocol (Fig. 

1A). The peak amplitude of the T-current inside this population varied widely from -0.1 nA up 
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to -6.7 nA, which is representative of different sub-populations of sensory neurons (Fig. 1B). 

A molecular hallmark of the mechanosensitive D-hair neurons is the expression of large-

amplitude T-current. Overnight incubation of primary cultures with NT-4 induced a specific 

rosette-like neurite growth in D-hair neurons, which allowed us to specifically analyze this 

mechanosensitive population within the medium-sized neurons (Dubreuil et al. 2004). On 12 

recorded D-hair neurons, T-current amplitude ranged from -3 nA to -6.7 nA (Fig. 1B). 

Following nerve injury, axotomized neurons were identified with fluoro-gold staining 

and Ca
2+

current recordings were performed in the same somatic diameter range as the 

controls. 25 % of axotomized neurons (33 out of 130) expressed a T-current, but the 

frequency histogram of T-current amplitude among axotomized neurons was shifted towards 

smaller amplitudes ranging from -0.1 nA to -2.4 nA (Fig. 1A, C). Overnight treatment of 

axotomized neurons with 10 ng/ml NT-4 induced a typical rosette-like neurite growth in a 

subset of sensory neurons. Distribution analysis of T-current amplitude ranging from -2.5 nA 

to -6 nA among NT-4 treated axotomized D-hair neurons confirmed the recovery of large-

amplitude T-current in 12 D-hair neurons (Fig. 1C). Thus, D-hair neurons do not die 

following nerve injury and in vivo retrograde labelling with fluoro-gold shows that 80-90 % 

of the rosette-bearing neurons are axotomized and express a similar Ca
2+

 current profile to 

controls (Fig. 1D). Following NT-4 incubation, no significant differences were observed in T-

current amplitude between controls (-4.5 ± 0.4 nA, n = 12) and axotomized D-hair neurons (-

4.4 ± 0.3, n = 12, t-test). These data demonstrate that NT-4 is a target-derived neurotrophin 

involved in T-current amplitude regulation. 

T-current amplitude is reduced in NT-4
-/-

 D-hair neurons 

To confirm that NT-4 is an endogenous regulator of T-current expression in D-hair 

neurons, the effects of NT-4 deprivation obtained with NT-4 genetic deletion were assessed 
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on T-current expression. For this series of experiments, T-current expression was analyzed in 

neurons from 5-weeks old C57/BL6 mice to ensure that D-hair neurons were still alive 

(Stucky et al. 1998). Random recordings of Ca
2+

 currents with ramp protocol were performed 

on neurons with a 30-40 µm somatic diameter from NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 mice (Fig. 2A). T-

current is present in roughly 25 % of sensory neurons isolated from 5-week old C57/BL6 

mice (NT-4
+/+

; 33 out of 143, from 3 cultures) or from NT-4
-/-

 DRG (33 out of 140, from 3 

cultures). Although maximal values of T-current amplitude are smaller in 5-week old neurons 

than in 8-10 week old neurons, the distribution frequency of T-current amplitudes was shifted 

towards lower values in the NT-4
-/-

 sensory neurons (Fig. 2B). Current-voltage relationships 

and inactivation properties of the largest T-current expressed in NT-4
+/+

 neurons were 

compared with those expressed in NT-4
-/-

 neurons. Under both conditions, T-current activated 

close to -65 mV and maximal amplitude was reached at around -40 mV, and then high-

voltage activated Ca
2+

 current was activated (Fig. 2C, D). From the Boltzmann fits, no 

significant differences were observed in half-activation or inactivation voltage. We next 

assessed the effects of an overnight incubation of 10 ng/ml NT-4 on the T-current amplitude 

in NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 D-hair neurons. As in mature D-hair neurons, NT-4 induced a rosette-

like growth in a subset of medium sized young NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 neurons (not shown). Ca
2+ 

current recordings with ramp protocol demonstrated the presence of large amplitude T-current 

(Fig. 3A). The distribution histogram illustrates that NT-4 shifted the maximal amplitude of T-

current towards higher values among both NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 neurons (p = 0.0014, t-test) 

(Fig. 3B). The maximal amplitude averaged -4.2 ± 0.2 nA, n =16 in NT-4
+/+

 neurons and -3.1 

± 0.2 nA, n =10, in NT-4
-/-

 neurons. Analysis of the biophysical properties of the T-current 

showed that NT-4 addition did not significantly modify V0.5act and V0.5inac in NT-4
-/-

 D-hair 

neurons (Fig. 3C). Thus exogenous NT-4 is able to rescue T-current amplitude in NT-4
-/-

 D-

hair sensory neurons. 
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NT-4 regulates T-current arising from Cav3.2 gene in axotomized D-hair neurons 

In a previous study, we demonstrated that over 90 % of the T-current expressed in D-

hair neurons arises from the Cav3.2 gene (Aptel et al. 2007). To uncover the molecular 

identity of T-current up-regulated under NT-4 treatment, we compared T-current expression 

and biophysical properties in axotomized adult Cav3.2
+/+

 and Cav3.2
-/-

 D-hair neurons. 

Axotomized Cav3.2
+/+

 and Cav3.2
-/-

 were identified with fluoro-gold retrograde labelling and a 

rosette like neurite growth. For these experiments, the T-current was recorded in 1 mM BaCl2

instead of 2 mM CaCl2 to reduce current amplitude and to prevent activation of a calcium-

activated chloride current frequently observed in axotomized neurons (Andre et al. 2003). 

Recordings of Ba
2+

 current expression with ramp protocol in axotomized D-hair neurons 

revealed the presence of a small-amplitude T-current in Cav3.2
-/-

 neurons compared with 

Cav3.2
+/+

 neurons (Fig. 4A). Analysis of activation properties shows that, following axotomy, 

the T-current expressed in wild-type activated D-hair neurons is close to -70 mV and maximal 

amplitude was reached at around -40 mV (Fig.4B). After this the high-voltage activated Ba
2+

current began to be activated. In axotomized D-hair neurons from Cav3.2
-/-

 mice, the T-current 

activated close to -50 mV and maximal amplitude was reached at around -35 mV (Fig. 4B). 

The maximal amplitude of the Ba
2+

 T-current was -0.6 ± 0.1 nA in Cav3.2
-/-

 D-hair neurons (n 

=4), and -1.9 ± 0.2 nA in Cav3.2
+/+

 D-hair neurons (n =5). From the Boltzmann fits, the 

potential for the half voltage for activation was 12 mV more depolarized in Cav3.2
-/-

 neurons 

than in Cav3.2
+/+

 neurons (Fig. 4C). Analysis of the inactivation properties revealed no 

significant differences between the T-current expressed in both strains (Fig. 4C). 

TrkB activation mediates post-transcriptional up-regulation of T-current 
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Having demonstrated that the down regulation of the Cav3.2 T-current was related to 

NT-4 deprivation, we next focused our study on the signalling pathway involved in the effects 

of NT-4. We first assessed whether the effects of neurotrophin were related to activation of 

the cognate high-affinity NT-4 receptor, TrkB, or to the low-affinity p75 neurotrophin 

receptor, p75
NTR

 whose expression is up-regulated following nerve injury (Obata et al. 2006) 

and necessary for the normal mechanical functioning of D-hair receptors (Stucky et al. 1998). 

Before addition of NT-4, axotomized neurons were pre-treated for 1-2 h with either K252a, an 

inhibitor of the high affinity Trk receptors, or a blocking function antibody to the p75
NTR

. 

Following overnight incubation, NT-4 still induced rosette-like neurite growth in the presence 

of anti p75
NTR

 antibody and amplitude of T-current was not significantly different from 

control values (Fig. 5A). In the presence of K252a, we never observed the rosette-like 

structure and thus medium-sized neurons were randomly recorded as described above. As 

expected from TrkB inhibition, the distribution curve of T-current amplitude in the presence 

of K252a evidenced the disappearance of large amplitude T-current amplitude (Fig. 5B). 

To get insight into the cellular mechanisms leading to T-current amplitude regulation 

in D-hair neurons, we examined whether specific changes in transcript levels of Cav3.2 were 

associated with sciatic nerve injury and with TrkB activation. RT-qPCR was conducted on 

control, axotomized and NT-4 treated axotomized L4-L6 DRG neuron primary culture. For 

positive control of axotomy, we analyzed transcript level of Sppr1a, a known marker of injury 

(Bonilla et al. 2002). At four days following nerve injury, there was a 16 fold increase in 

Sppr1a expression in primary culture from conditioned axotomized sensory neurons 

compared to control culture (normalized expression levels were increased from 0.062 ± 0.003 

to 1, n =2, not shown). Under the same experimental conditions, the normalized expression 

level of Cav3.2 transcript was not significantly modified compared to control culture (Fig. 

5C). RT-qPCR performed on control and axotomized DRG also showed no significant 
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difference in Cav3.2 transcript expression level (not shown). Overnight treatment of 

axotomized primary culture with 10 ng/ml NT-4 had no significant effects on Cav3.2 

transcript expression (Fig. 5C). To confirm the lack of transcriptional effects at the cellular 

level, the effects of 80 µM 5,6-dichlorobenzimidazole riboside, DRB, an inhibitor of de novo 

mRNA synthesis, were tested on D-hair neuron T-current amplitude. Axotomized neurons 

were pre-treated for 2 h with DRB before adding NT-4. Following overnight incubation, 

electrophysiological recordings among axotomized D-hair neurons showed no significant 

difference between DRB-treated and untreated cultures (Fig. 5D). 

These data show that transcriptional regulation of the Cav3.2 T-current is not the 

signalling pathway induced by axotomy or TrkB activation. In the following experiments on 

NT-4-treated axotomized neurons, we have investigated the downstream kinases that could be 

involved in the regulation of T-current amplitude. Three major pathways are activated 

following neurotrophin activation of Trk receptors: the phospholipase C, mitogen activated 

kinase (MAPK) and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) pathways. In addition to these 

pathways, the CAMKII pathway is activated under Trk receptor activation. We thus assessed 

the effects of overnight incubation with the pharmacological inhibitors of each pathway. The 

phospholipase-C cascade was investigated by using bis-indolylmaleimide XI to inhibit protein 

kinase C and intracellular calcium stores were depleted with thapsigargin to prevent IP3-

induced calcium transients. None of these pharmacological inhibitions significantly inhibited 

the T-current amplitude of NT-4-treated axotomized D-hair neurons, or the rosette-like 

neurite growth morphology. Similarly, inhibition of CAMKII with KN62, and of MAP kinase 

kinase with PD98059 had no significant effects on both parameters (Fig. 6A). 

Lastly, only wortmannin, an inhibitor of PI3K, induced a significant and specific 

decrease in the T-current amplitude in axotomized NT-4-treated D-hair neurons from -5.2 ± 

0.3 nA (n =11) to -2.7 ± 0.1 nA (n=22; p <0.01, t-test, Fig. 6B). In control neurons T-current 
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amplitude averaged -5.1 ± 0.4 nA (n=5) in the absence of wortmannin, and -4.9 ± 0.2 nA 

(n=6) in the presence of wortmannin (p > 0.05; Fig. 6C). Collectively, these data indicate that 

Cav3.2 T-current expression under NT-4 involved post-transcriptional modifications 

consecutive to PI3K activation. 

Discussion 

This study demonstrates that the neurotrophin NT-4 up-regulates Cav3.2 T-current 

amplitude in D-hair neurons, which are a subset of mechanosensitive sensory neurons 

expressing the high-affinity receptor, TrkB. Deprivation of NT-4 following peripheral-nerve 

injury or gene deletion allowed us to unmask the regulation of the T-current. The loss on NT-

4 effects in Cav3.2
-/-

 D-hair neurons established T-current generated by the Cav3.2 gene as a 

molecular target of effects of NT-4. 

The major T-current expressed in D-hair neurons arises from the Cav3.2 gene �1H 

subunit (Aptel et al. 2007). D-hair neurons are the unique sensory sub-population where the 

presence of the Cav3.2 T-current is unambiguously identified. This allowed us to provide a 

biophysical analysis of native Cav3.2 T-current. Hallmarks of the Cav3.2 T-current in D-hair 

neurons is a rather negative threshold of activation, around -65 mV, and the presence of a 

substantial window current between -65 and -50 mV. Our biophysical data are similar to those 

of T-currents present in a subpopulation of nociceptors and in thalamic neurons, which are 

also attributed to Cav3.2 gene (Joksovic et al. 2006; Jagodic et al. 2007). Analysis of Cav3.2
-/-

mice confirmed that NT-4 up-regulated the Cav3.2 T-current in axotomized D-hair neurons 

and uncovered the presence of a small-amplitude T-current. This low-voltage activated 

current had similar inactivation properties to the Cav3.2 T-current, but its threshold for 

activation was shifted towards positive voltages. A consequence of this shift is the absence of 

a window current in Cav3.2
-/-

 neurons. In situ experiments in NT-4
-/-

 mice suggest that the 
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Cav3.3 gene is co-expressed at low levels in D-hair mechanoreceptor neurons (Shin et al.

2003). Comparison of the biophysical properties of native T-currents with those of 

heterologously expressed T-type channel Cav3.3 �1I subunits also suggests an expression 

arising from Cav3.3 (Chemin et al. 2001). This is the first report that analyzes the expression 

of this current in D-hair neurons and despite a relatively small quantitative contribution 

compared with the Cav3.2 T-current, our study does not rule out possibly important 

pathophysiological contributions. Our data from Cav3.2
-/-

 D-hair neurons demonstrate that the 

presence of a window current affected neither cell survival nor the induction of rosette neurite 

growth as reported in cell lines (Chemin et al. 2002). The effects of the window current are 

probably on the electrical properties of the D-hair neurons, and are within the potential range 

to positively contribute to membrane depolarization and activation of the mechanoreceptor. 

Although never directly demonstrated, ex vivo skin-nerve experiments support a peripheral 

localization of the T-current at the nerve endings. Pharmacological blockade with mibefradil 

suggested that T-current activation acts as an amplifier of the mechanotransducer (Shin et al.

2003). To date, there is no molecular demonstration confirming that the Cav3.2 gene 

contributes to mechanical sensitivity in vivo. 

Following peripheral nerve injury, the rescue of T-current amplitude with NT-4 

addition suggests that the site of the NT-4 effects is peripheral. The cellular source of NT-4 is 

uncertain, but it is expressed in skin and is involved in the control of hair-follicle cycling and 

influences innervation density (Botchkarev et al. 2004; Krimm et al. 2006). In addition, our 

study demonstrates that NT-4 specifically regulates the Cav3.2 T-current which further 

supports an expression of the Cav3.2 T-current at the nerve endings of sensory neurons. No 

differences were observed in the biophysical properties of the T-current recorded in NT-4
+/+

and NT-4
-/-

 D-hair neurons and addition of NT-4 did not modify these properties. 

Consequently, the potential range of window current was also unchanged. Analysis of NT-4
-/-
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D-hair neurons also showed that the ability of NT-4 to restore T-current amplitude is impaired 

because the NT-4-induced increase in T-current amplitude is significantly less in NT-4
-/-

 D-

hair neurons than in NT-4
+/+

 D-hair neurons. This suggests that NT-4 gene deletion leads to 

irreversible defects in either available Cav3.2 pools or signaling machinery. By increasing the 

T-current amplitude, NT-4 is expected to interfere with the mechanical sensitivity of D-hair 

neurons. In support of this hypothesis, it has been shown that D-hair afferents recorded in NT-

4
-/-

 mice had their responsiveness to mechanical stimuli markedly reduced (Stucky et al.

1998). Thus, in addition to the well-established requirement of NT-4 for the survival of D-hair 

receptors, our data suggest NT-4 plays a role in the functional maintenance of D-hair 

mechanoreceptors by regulating T-current availability. 

NT-4 signaling involves activation of high or low affinity receptors, named TrkB or 

p75 receptors. Low-threshold D-hair receptors in p75
-/-

 mice have a significantly reduced 

responsiveness to mechanical stimuli at all stimulus intensities tested leading to the 

suggestion that presence of p75 is necessary to mediate the NT-4-dependent function of D-

hair receptors (Stucky et al. 1998) (Stucky & Koltzenburg 1997). Therefore, p75
NTR

 appeared 

as a good candidate mediating the NT-4 effects on the T-current. However, our data on 

axotomized D-hair neurons demonstrate that the NT-4 effects on neurite growth and T-current 

amplitude up-regulation are mediated through the high-affinity TrkB receptor, not p75
NTR

. 

Accordingly, T-current regulation cannot be responsible for the reduced mechanical 

sensitivity in p75
-/-

 D-hair neurons. Interestingly, p75
-/-

 D-hair receptors display reduced firing 

properties (Stucky & Koltzenburg 1997), whereas the T-current acts as an amplifier of the 

mechanoreceptor, with no obvious effects on firing properties (Dubreuil et al. 2004). 

Altogether these data suggest that NT-4 signaling via TrkB receptor activation may 

specifically control the sensitivity of these neurons to very slow-moving stimuli.  
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In contrast to adult D-hair neurons, the effects of NT-4 on T-current could be observed 

after one day in vitro in young D-hair neurons. In addition, our data demonstrate that T-

current regulation in adult mice did not involve an increase in the expression level of Cav3.2. 

These data suggest that NT-4 acts through TrkB activation and could be related to protein 

turn-over instead of Cav3.2 �-subunit phosphorylation. The pharmacological screening to sort 

out the specific pathways involved in NT-4 /TrkB, demonstrated a role for PI3 kinase.This is 

consistent with the suggestion that TrkB activation increases the availability of functional 

channels at the plasma membrane (Huang & Reichardt 2003). The involvement of PI3 kinase 

suggests that the regulation of trafficking or stability of Cav3.2 channels in the plasma 

membrane could be the cellular mechanism leading to increased T-current amplitude. 

Although many regions within the I–II loop of Cav3.2 have been shown to be involved in 

regulating surface expression (Vitko et al. 2007), the cellular mechanisms that regulate the 

trafficking of T-type calcium channels to the plasma membrane are currently unknown.  

In conclusion, our findings strongly suggest that NT-4 regulates the functional 

expression of Cav3.2 channels and may thus contribute to mechanotransduction in D-hair 

neurons. This raises the question as to whether Cav3.2 T-currents expressed in other sensory 

cell sub-populations, such nociceptors, are similarly regulated by their corresponding 

neurotrophins and associated high-affinity receptors. 
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Figure legends 

Figure 1. Effects of NT-4 on T-current expression in axotomized D-hair neurons 

A, typical traces of the largest low-voltage, T-type (*) current amplitudes that could be 

recorded, with a ramp protocol from -80 mV to +40 mV, in medium sized control and fluoro-

gold labeled axotomized sensory neurons (i.e. 30-40 µm somatic diameter). B, frequency 

distribution of T-current amplitudes in control and axotomized neurons shows that, five days 

after nerve injury, there is a shift of T-current amplitude frequency distribution towards 

smaller amplitudes. Abscissa gives mean amplitude value ±0.1 nA, i. e. bin 0.1 represents 

number of neurons expressing T-current amplitude from -0.0 nA to -0.2 nA. C, following 

overnight treatment with 10 ng/ml NT-4, frequency distribution of T-current amplitudes 

expressed in control and axotomized D-hair neurons, morphologically identified with a 
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rosette-like neurite growth. Under both conditions, T-currents are characterized by a large 

amplitude ranging from -2.5 nA to -6 nA. D, Differential interface contrast image of an NT-4-

treated axotomized neuron bearing a typical rosette-like neurite growth (scale bar 40 µm). 

Fluorescence analysis of fluoro-gold positive neurons demonstrates that this neuron belongs 

to the axotomized population (right panel). E, typical current trace of T-current amplitude (*) 

recorded in an NT-4 treated axotomized D-hair neuron five days following nerve injury. 

Figure 2. T-current expression in 5-week old NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 sensory neurons 

A, typical large T-current (*) expression in NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 sensory neurons 

recorded with a ramp protocol. B, T-current amplitude frequency distribution in 5-week old 

NT-4
-/-

 sensory neurons shows a leftward shift towards smaller amplitudes compared with 

NT-4
+/+

. C, two-pulse protocol from -100 mV holding potential was applied to analyze 

activation (PP) and inactivation (TP) properties of the T-current expressed in NT-4
+/+

 and NT-

4
-/-

 sensory neurons. Prepulse potentials (PP, duration, 1 sec; range -100 to +30 mV in 5 mV 

increments) were followed by a test pulse (TP; duration, 500 msec). Pulse pairs were applied 

every 20 sec. Typical current traces are shown for different values of PP (same neurons as in 

A). D, the currents resulting from the test pulse were normalized and plotted as a function of 

the PP (n =4 NT-4
+/+

 neurons, and n =3 NT-4
-/-

 neurons). Activation curves were normalized 

to maximal peak T-current. Voltages for half activation (V1/2act) and inactivation (V1/2inac) 

were obtained from fits with the Boltzman equation (smooth curves) and showed no 

significant differences between NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 neurons (t-test). 

Figure 3. Effects of NT-4 on T-current amplitude in D-hair neurons from 5 weeks old 

NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 mice 
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A, typical T-current recordings (*) obtained with a ramp protocol in a D-hair neuron 

from NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 mice. Cultures were incubated overnight with 10 ng/ml NT-4 and 

D-hair neurons identified with a rosette like neurite growth. B, histograms of T-current 

amplitude distribution in D-hair neurons from NT-4
+/+

 and NT-4
-/-

 mice show a significant 

shift in amplitude towards smaller values in NT-4
-/-

 D-hair neurons (p <0.01, t-test). C, two-

pulse protocol from -100 mV holding potential was applied to analyze activation (PP) and 

inactivation (TP) properties of T-current expressed in NT-4
-/-

 D-hair neurons treated with 10 

ng/ml NT-4. Typical current traces are shown for different values of PP (same neuron as in 

A). D, the currents resulting from the test pulse were normalized and plotted as a function of 

the PP (n=3 NT-4
-/-

 D-hair neurons). Activation curves were normalized to maximal peak T-

current. Voltages for half activation (V1/2act) and half inactivation (V1/2inac) were obtained from 

fits with Boltzman equation (smooth curves). 

Figure 4. T-current expression in axotomized D-hair neurons from Cav3.2
+/+

 and  

Cav3.2
-/-

 mice 

A, T-current (*) recordings in 1 mM Ba
2+

 with a ramp protocol in NT-4 treated fluoro-

gold positive, axotomized neurons from Cav3.2
+/+

 and Cav3.2
-/-

 mice. B, current traces of Ba
2+

currents recorded at -40 mV and -20 mV to show activation of low and high voltage-activated 

Ba
2+

 current, respectively, in NT-4 treated axotomized Cav3.2
+/+

 and Cav3.2
-/-

 neurons. 

Current-voltage relationships of Ba
2+

 currents obtained from a 1 sec duration prepulse 

potential (PP) increased in 5 mV increments from a -100 mV holding potential to +30 mV, 

every 20 sec, in WT and Cav3.2
-/-

 axotomized D-hair neurons. To minimize voltage drops due 

to series resistance and to prevent contamination with calcium-activated chloride currents, 1 

mM Ba
2+

 + 1 mM Mg
2+

 were used in place of 2 mM Ca
2+

. Current-voltage relationships of 

peak current (�) and current at 1 sec (�) were constructed from currents activated during the 
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PP. C, Mean activation and inactivation curves were obtained from current-voltage 

relationships and normalized relative to the maximal current (I/Imax). To construct 

inactivation curves, the PP was followed by a test pulse potential to - 40 mV for 500 ms (see 

Fig. 2). Voltages for half activation (V1/2act) and half inactivation (V1/2inac) were obtained from 

fits with the Boltzman equation (smooth curve). A significant 12 mV shift towards 

depolarized potential was observed in V1/2act  of T-current expressed in axotomized Cav3.2
-/-

D-hair neurons. 

Figure 5. Signaling pathway in NT-4 regulation of T-type current in axotomized D-hair 

neurons 

A, the amplitude of T-current in NT-4-treated axotomized D-hair neurons was not 

significantly modified in the presence of the blocking function anti-p75
NTR

 antibody used in 

the dilution range of 1:1000 to 1:100. B, K252a, at 200 nM, an inhibitor of the high-affinity 

neurotrophin receptors shifted the frequency distribution of the T-current amplitude of NT-4-

treated axotomized neurons towards smaller values. C, RT-qPCR analysis of Cav3.2

transcripts in primary neuronal cultures from control and axotomized L4-L6 DRG shows no 

effects of axotomy. Overnight incubation of axotomized culture with 10 ng/ml NT-4 did not 

increase gene expression. Transcript expression is normalized to Polr2J, data are the mean of 

4 repeat experiments (p >0.05, Man-Whitney t-test). D, DRB, up to 80 µM, did not 

significantly modify the T-current amplitude of NT-4-treated D-hair neurons (p >0.05, t-test). 

Figure 6. Intracellular cascade activated under NT-4-regulation of T-current in 

axotomized D-hair neurons. 

A, inhibition of protein kinase C (PKC) with overnight incubation of 200 nM Bis-

indolylmaleimide XI hydrochloride, depletion of intracellular calcium stores with 
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thapsigargin, inhibition of calmodulin kinase II (CAMKII) with 10 µM KN62 and inhibition 

of MAP kinase kinase pathway (MAPKK) with 10 µM PD98059 had no effect on NT-4 

signaling on the T-current amplitude of axotomized D-hair neurons. B, in the presence of 200 

nM wortmannin to inhibit PI3 kinase (PI3K) the amplitude of the T-current in NT-4-treated 

axotomized D-hair neurons was significantly smaller (48 % decrease in T-current amplitude). 

C, wortmannin had no effects on the T-current amplitude recorded in control D-hair neurons. 

(** p < 0.01, *** p< 0.001, t-test). 
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Résumé en français:
L’homéostasie chlorure (HC) est un acteur essentiel dans la transmission nerveuse. Le GABA, via son 

récepteur GABAA, permet les mouvements d’ions chlorures en fonction de leur potentiel électrochimique. 

Dans les neurones sensitifs de ganglions rachidiens dorsaux (GRD), le co-transporteur cation-chlorure 

NKCC1 est responsable de l’accumulation intracellulaire des ions Cl
-
 et de l’effet dépolarisant du GABA. 

Suite à une lésion, l’augmentation de la concentration intracellulaire en ions Cl
-
 ([Cl

-
]i) permet une 

amélioration des capacités régénératives neuronales. Au cours de ma thèse, je me suis en premier lieu 

intéressé à la régulation de l’HC par interleukine 6 (IL6) en réponse à une lésion nerveuse. L’axotomie du 

nerf sciatique induit l’expression de l’IL6 et son récepteur IL6-R� dans les neurones sensitifs des GRD 

lombaires L4-L5. Des mesures par patch perforé sur des neurones sensitifs en culture ont montré une 

augmentation de la [Cl
-
]i dépendante de l’IL6 dans une sous-population de neurones mécano- et 

proprioceptifs en réponse à l’axotomie. Cette régulation est permise par la phosphorylation à la membrane 

plasmique neuronale de NKCC1. Le co-transporteur KCC3 est impliqué dans une maladie génétique 

conduisant dès la naissance à une perte sensorimotrice, ce qui m’a conduit à étudier son rôle dans la 

régulation de l’HC des neurones sensitifs au cours du développement et chez l’adulte. Nos données ont 

démontré l’existence d’un « switch chlorure » développemental, diminuant la [Cl
-
]i. Ce switch est altéré 

chez la souris KCC3
-/-

, dans laquelle une partie des neurones a déjà diminué sa [Cl
-
]i. Au stade adulte, nous 

avons également observé un doublement de la [Cl
-
]i dans 30% des neurones sensitifs de souris KCC3

-/-
, 

pourcentage corrélé à la proportion de neurones WT exprimant KCC3. Ces données prouvent que KCC3 

est impliqué, de manière directe ou non, dans la régulation de l’HC des neurones sensitifs au cours du 

développement et chez l’adulte. 

Titre en anglais :
Role and regulation of the cation-chloride cotransporters NKCC1 and KCC3 in sensory neurons 

Résumé en anglais :
Chloride homeostasis (CH) is a major component of nerve transmission. Interaction between the 

neurotransmitter GABA and his receptor, GABAA, allows chloride movements depending on 

electrochemical potential. In dorsal root ganglia (DRG) sensory neurons, the cation-chloride cotransporter 

NKCC1 is responsible for intracellular accumulation of chloride ions and depolarizing effects of GABA. 

After injury, an increase of intracellulaire chloride concentration ([Cl
-
]i) allows an improvement of 

neuronal regenerative capacities. In a first time, I worked on regulation of CH by interleukin 6 (IL6) in 

response to nerve injury. Axotomy of the sciatic nerve induces expression of IL6 and his receptor IL6-R�

in sensory neurons from lombar L4-L5 DRG. Perforated patch measurements of sensory neurons have 

demonstrated an increase of [Cl
-
]i depending on IL6 in a sub-population of mechano- and proprioceptors in 

response to lesion. This regulation is provided by phosphorylation at the neuronal plasma membrane of 

NKCC1. The cation-chloride cotransporter KCC3 is implicated in a hereditary syndrome leading after birth 

to sensorymotors defects. This is why I have studied his role in regulation of CH in sensory neurons during 

development and in adulthood. Data have shown the existence of a peripheral developmental “chloride 

switch”. This switch is abolished in KCC3
-/-

 sensory neurons, in which a part of neurons has already 

decreased [Cl
-
]i. In adulthood, we also observed an [Cl

-
]i twice as much as WT in 30% of sensory neurons 

from KCC3
-/-

 mice. This percentage is correlated to the proportion of WT neurons expressing KCC3. These 

results demonstrate for the first time that KCC3 is implicated in regulation of CH in sensory neurons during 

development and in adulthood. 
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