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RESUME

Distribution de I’ARNm des récepteurs opioides delta et mu dans les afférences
primaires

Par
Claudie Beaulieu
Programme de physiologie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 1’obtention
du diplome de maitre ¢s sciences (M.Sc.) en physiologie, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Les opioides, comme la morphine, sont des analgésiques fréquemment utilisés pour traiter
les douleurs modérées a séveéres. Ceux utilisés en clinique agissent en activant le récepteur
opioide mu (MOP) ce qui entraine de 1’analgésie, mais aussi plusieurs effets indésirables
comme de la dépression respiratoire, de la constipation, de la tolérance et de la dépendance.
Il existe deux autres récepteurs opioides : le delta (DOP) et le kappa (KOP). Le laboratoire
s’intéresse au potentiel role du DOP dans la nociception, puisque son activation procure de
I’analgésie dans plusieurs modeles de douleur. Dans cette étude, nous nous sommes
intéressés a la distribution du DOP et du MOP dans les afférences primaires soit les ganglions
de laracine dorsale (DRG) et les ganglions trijumeaux (TG) de rats, souris, singes et humains.
Ces neurones sont la premicre étape dans la transmission de stimuli potentiellement
douloureux, en transmettant ces signaux de la périphérie a la corne dorsale de la moelle
épiniere. Pour ce faire, le DOP et le MOP seront identifiés a 1’aide de leur ARNm grace a
I’hybridation in situ couplée a la technologie RNAscope. L’identité des neurones sur lesquels
sont exprimés les récepteurs sera déterminée a 1’aide d’anticorps (NF200, IB4) et de sondes
de RNAscope (P2RX3, TACI1) qui ciblent les neurones myélinisés (Ao, AP et Ad), les
neurones C non peptidergiques et peptidergiques. Nous avons découvert que dans toutes les
especes, le DOP et le MOP sont présents dans tous les types de neurones. L’ARNm du DOP
est principalement exprimé dans les neurones my¢élinisés chez le rat (DRG et TG) et les TG
de souris, alors qu’il est plus au niveau des fibres C non peptidergiques chez le singe et les
DRG de souris. L’ARNm du MOP était plutdt trouvé dans les fibres C peptidergiques chez
le singe et le rat, alors que chez la souris, il était dans les fibres C non peptidergiques (DRG
et TG) et myélinisées (TG et TG de rat). Pour toutes les espéces et types d’afférences
primaires, la coexpression entre le DOP et le MOP était principalement retrouvée dans les
fibres my¢linisées. De ce fait, nous concluons que méme si des différences sont présentes
entre les especes, le DOP et le MOP sont impliqués dans la régulation de la nociception.

Mots clés : Douleur, afférence primaire, opioides, distribution
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INTRODUCTION

1.1 La douleur

1.1.1 Classification de la douleur

Selon [’International Association for the Study of Pain, «la douleur est une expérience
sensorielle et émotionnelle désagréable associée a, ou ressemblant a celle associée a, une
1ésion réelle ou potentielle » (IASP, 2020). La douleur peut étre classifiée selon deux grandes
catégories : la douleur aigué€ ou la douleur chronique. La douleur aigué€ est utilisée comme
un systeme d’alarme par I’organisme pour sa protection. Elle est donc vive, immédiate, de
courte durée et a une cause connue (Hylands-White et al., 2016). Par exemple, si quelqu’un
place sa main par mégarde sur une source de chaleur intense, un réflexe de retrait de la main
sera engendré par 1’organisme pour empécher une brillure grave et la douleur a la main
entrainera une limitation de 1’utilisation de celle-ci pour que la guérison se produise
rapidement (dans le cas d’une briilure). De I’autre c6té, la douleur chronique est considérée
comme pathologique. En effet, c’est un type de douleur qui persiste dans le temps (plus de
trois mois), n’apporte aucun bénéfice a I’organisme en comparaison a la douleur aigué et est
accompagnée de comorbidités comme la dépression et 1I’anxiété (Hylands-White et al., 2016;
Kimmey et al., 2022). Lors du développement de la douleur chronique, des mécanismes de
sensibilisation périphérique et centrale se produisent, ce qui est caractéris¢é par une
diminution des seuils d’activation des neurones sensoriels en périphérie et de ceux de
deuxi¢me ordre au niveau de la moelle épinicre, une perte des contrdles inhibiteurs au niveau
de la corne dorsale de la moelle épiniere ainsi que le développement de changements
plastiques dans les synapses de la corne dorsale (Sharif-Naeini et Basbaum, 2011; Pak et al.,
2018). Ce type de douleur est beaucoup associ¢ a 1’allodynie, phénoméne par lequel un
stimulus non douloureux devient douloureux (ex. mettre des vétements a la suite d’un coup
de soleil), et a ’hyperalgésie, ou un stimulus douloureux le devient plus qu’auparavant
(Basbaum et al., 2009). La douleur chronique peut étre classifiée en trois grands groupes :
nociceptive (activation des nocicepteurs suite a des dommages aux structures non neuronales,
comme I’arthrose), neuropathique (dommages affectant le systéme nerveux somatosensoriel,

soit le systéme impliqué dans le codage sensoriel : le touché, notre position dans 1’espace et



la perception de nos organes internes (Kandel et al., 2013), comme les douleurs diabétiques)
et nociplastique ou centralisée (traitement altéré des signaux douloureux, comme la
fibromyalgie). Il est a noter que les patients ont souvent un phénotype mixte (Kose et al.,

2022).

1.1.2 Impact de la douleur

De nombreuses personnes dans le monde sont touchées par la douleur chaque année. Au
Canada, c’est une personne sur cing, soit 20% de la population, qui est affectée par la douleur
chronique. Lorsque celle-ci persiste dans le temps, tous les aspects de la vie seront affectés
et les comorbidités associées a la douleur apparaissent. En général, les personnes agées, les
femmes, les anciens combattants, les personnes touchées par les inégalités sociales et la
discrimination sont plus affectés (Gouvernement du Canada, 2021). Evidemment, cela
entraine des colits importants qui totalisent entre 560 et 635 milliards de dollars par année
aux Etats-Unis, ce qui est plus élevé que ceux associés aux maladies cardiovasculaires, au
diabete et au cancer (Gaskin et Richard, 2012). Pour ce qui est du Canada, I’impact
¢conomique de la douleur chronique se chiffre entre 50 et 60 milliards de dollars par année
en colts directs (traitements, hospitalisations) et indirects (perte de productivité) (Wilson et

al., 2015).

1.1.3 La migraine

La migraine est caractérisée par des crises de céphalée unilatérale (d’un seul coté de la téte)
qui peuvent se répendrent et devenir bilatérale (des deux cotés de la téte) ce qui arrive dans
40% des cas, pulsative, d’intensité modérée a sévere, avec une sensibilité au mouvement, aux
bruits et a la lumiere (Silberstein, 2004). Comparativement a une simple céphalée, la
migraine peut se produire sur plusieurs jours et se compose de quatre grandes phases : la
phase prémonitoire, I’aura, la céphalée et la phase de postdrome. La phase prémonitoire peut
commencer jusqu’a 72h avant la phase de céphalée (Goadsby et al., 2017). Les personnes
ressentent différents changements comme de I’irritabilité, de la fatigue et des torticolis. La
phase d’aura est seulement présente chez le tiers des migraineux et commence souvent par
une tache brillante présente au milieu du champ visuel de la personne. Le mécanisme proposé

pour la formation d’aura est la propagation d’une dépression corticale (CSD) (Goadsby et



al., 2017; Dripps et al., 2020). Par la suite, une céphalée comme celle décrite ci-haut se
produit. Une des causes de la migraine serait la libération de neuropeptides comme le CGRP
(Calcitonin-gene related peptide) au niveau de la dure-meére et des méninges ce qui cause la
vasodilatation des vaisseaux sanguins et engendrerait une sensibilisation trigéminale (Bertels
et al., 2022). La céphalée est suivie de la période postdrome qui est caractérisée par de la

fatigue, des difficultés a se concentrer et des torticolis (Goadsby et al., 2017).

1.1.4 La nociception

La nociception représente un systéme neurophysiologique qui permet la détection de
stimulations intenses qui sont susceptibles de menacer D’intégrit¢ de 1’organisme
(Sherrington, 1906). Ces stimulations de nature chimique, thermique ou mécanique sont
détectées par des nocicepteurs qui ont des terminaisons nerveuses libres et qui transmettent
les signaux au niveau de la voie ascendante de la douleur (Julius et Basbaum, 2001; Basbaum
et al., 2009; Abraira et Ginty, 2013). Seulement les stimulations d’une intensité élevée
activent ces nocicepteurs ce qui fait que les stimulations de légére intensit¢é comme une

caresse sur la main ne les activeront pas (Julius et Basbaum, 2001).

1.1.4.1 Les voies ascendantes de la douleur

Les voies ascendantes de la douleur sont activées lorsqu’un stimulus active un nocicepteur
localisé dans les tissus périphériques, les muscles et les organes (Almeida et al., 2004). La
stimulation de ces nocicepteurs produit des potentiels membranaires, qui si assez élevés
généreront un potentiel d’action. C’est ce qu’on appelle la transduction. Ce potentiel d’action
voyage ensuite au niveau des fibres des afférences primaires (le neurone de premier ordre)
jusqu’a la corne dorsale de la moelle épiniére (Quirion et al., 2020; Khalid et Tubbs, 2017;
Mense, 1983; Millan, 1999). A cet endroit, des neurotransmetteurs activateurs (glutamate,
substance P) sont relachés ce qui permet d’activer un neurone de projection (neurone de
deuxiéme ordre) et caractérise 1’étape de la transmission (Almeida et al., 2004). Un neurone
de troisi¢éme ordre est ensuite activé au niveau du thalamus et du tronc cérébral pour suivre
les voies ascendantes spinothalamique latérale et spinothalamique médiane (Basbaum et al.,

2009; Almeida et al., 2004). Une fois que le signal atteint le cortex, il peut étre percu par



différents centres : les cortex somatosensoriels primaire et secondaire responsables de la
composante sensori-discriminative et le cortex cingulé antérieur et I’insula pour la
composante motivo-affective de la douleur (Basbaum et al., 2009; Apkarian et al., 2005).
C’est seulement lors de cette étape de perception qu’il est possible de parler de douleur. Une
quatrieme étape facultative, la modulation, peut aussi se produire au niveau de la corne
dorsale de la moelle épinicre. En effet, des interneurones activateurs ou inhibiteurs peuvent
y &tre activés ce qui augmente ou diminue 1’activation du neurone de projection et donc

module la perception de la douleur (Almeida et al., 2004).

Thalamus

\ Moelle

épiniére

Figure 1: Schématisation des voies ascendantes de la douleur

L’information de haute intensité voyage de la périphérie jusqu’a la corne dorsale de la moelle épiniere
ou un neurone de projection est activé. Ce neurone permet I’activation d’un neurone de troisiéme
ordre au niveau du thalamus et du tronc cérébral pour permettre la perception de la douleur. Adapté
de Basbaum et al., 2009 et de Schaffler et al., 2019. Figure créée a I’aide de Biorender.



1.1.4.2 La voie trigéminale

Pour ce qui est de la douleur au niveau du visage, une autre voie est empruntée, soit la voie
trigéminale. Au niveau du visage, la distribution des neurones sensoriels est faite de fagon
différente. En effet, trois projections neuronales contenant les nocicepteurs sont présentes et
se rejoignent au niveau des ganglions trijumeaux ou une organisation trés conservée est
présente. Le nerf ophtalmique (V1) innerve dans la région au-dessus des yeux, alors que le
nerf maxillaire (V2) innerve dans la zone du nez jusqu’a la lévre supérieure et que le nerf
mandibulaire (V3) innerve autour de la machoire (Bicani¢ et al., 2019; Terrier et al., 2022;
Goadsby et al., 2017). Lorsqu’un stimulus de haute intensité active les nocicepteurs présents
sur ces nerfs, I’information voyage jusqu’au ganglion trijumeau, puis se rend au niveau du
noyau trijumeau caudalis (NTC) localis¢ dans la médulla du tronc cérébral. De I3,
I’information est relayée par un deuxiéme neurone jusqu’au thalamus ou le reste des voies
ascendantes de la douleur expliquée ci-haut entre en branle (Bicani¢ et al., 2019). Cette voie
est entre autres impliquée dans le syndrome de la bouche briilante et de la migraine (Terrier

et al., 2022; Teruel et Romero-Reyes, 2022; Goadsby et al., 2017).

1.1.4.3 Les voies descendantes de la douleur

Les voies descendantes de la douleur permettent de moduler la douleur ressentie, et ce au
niveau spinal, du tronc cérébral et des centres supérieurs. C’est au niveau spinal que la théorie
du portillon produit son effet. Effectivement, cette théorie énonce que, lorsqu’une douleur se
produit, il y a I’activation des fibres Ad et C qui inhibent les interneurones inhibiteurs de la
substance gélatineuse (SG) de la moelle épiniére (impliquées dans la nociception, le portillon
est ouvert ce qui augmente la perception douloureuse) (Melzack et Wall, 1965). En effectuant
un stimulus mécanique sur le site douloureux (frotter la zone), les fibres AP sont activées et
permettent 1’activation des interneurones inhibiteurs de la SG (fermeture du portillon) ce qui
module la relache des neurotransmetteurs excitateurs par les fibres Ad et C et, de ce fait,

diminue la perception douloureuse (Melzack et Wall, 1965; DeLeo, 2006).

Au niveau du tronc cérébral, plusieurs de ces régions sont impliquées dans le contrdle
inhibiteur diffus nociceptif (CIDN) qui est décrit comme la douleur qui inhibe la douleur

(Sean et al., 2021). Lorsqu’un stimulus nociceptif est appliqué a distance d’un autre stimulus



nociceptif, les CIDN sont activés (Le Bars et al., 1979). La relache de substances inhibitrices
ou une inhibition des neurones activateurs spinaux est effectuée, ce qui diminue 1’activation
des voies ascendantes et donc la perception douloureuse (Le Bars et al., 1992). Par exemple,
appliquer une thermode assez chaude pour activer les nocicepteurs sur la jambe gauche de
quelqu’un alors que sa main droite est plongée dans I’eau glaciale provoquera la diminution
de l’intensité de douleur ressentie pour I'un des deux sites. Puisque les récepteurs aux
opioides sont tous présents au niveau des voies ascendantes et descendantes de la douleur,
leur activation pourrait moduler la perception de la douleur et donc en fait des cibles

intéressantes (Al-Hasani et al., 2011).

1.2 Les afférences primaires

Les afférences primaires correspondent au neurone de premier ordre activé dans les voies
ascendantes de la douleur qui contiennent les nocicepteurs. Ce sont des neurones pseudo-
unipolaires qui permettent la transmission des signaux de la périphérie vers le systéme
nerveux central grace a leur axone divisé en deux projections. Effectivement, une premicre
projection innerve la périphérie soit la peau, les articulations, les muscles et méme les
visceres et une deuxiéme centrale qui projette vers la corne dorsale de la moelle épinicre
(Quirion et al., 2020; Khalid et Tubbs, 2017; Basbaum et Julius, 2006; Almeida et al., 2004).
Ces deux projections se rejoignent au niveau des ganglions de la racine dorsale (DRG) pour
I’innervation de la périphérie et des ganglions trijumeaux (TG) pour I’innervation du visage
qui contiennent les corps cellulaires de ces neurones (Quirion et al., 2020; Dubin et
Patapoutian, 2010; Basbaum et al., 2009). Les afférences primaires sont aussi la porte
d’entrée des différentes composantes du systéme somatosensoriel. En effet, la
proprioception, 1’extéroception et I’intéroception (perception des stimuli internes comme
I’envie d’uriner (Marshall et al., 2020; Abraira et Ginty, 2013) sont tous percus grace a ces
neurones (Abraira et Ginty, 2013). Il existe quatre grands types de neurones dans les

afférences primaires qui ont tous des rdles et des caractéristiques différents.



Tableau 1: Classification des grands types de neurones des afférences primaires en
fonction de leurs roéles et de leurs caractéristiques

Afférences | Diamétre Niveau de Vitesse de Marqueurs
primaires de myélinisation | conduction | Projection | Réle principal spécifiques
I’axone!
Laminae Rongeur : NF200,
Ao Large Grand Grande V, VIl et | Prioprioception | TrkC, Runx3
12-20 um 120 m/s IX Humain : Sppl,
PVALB
Large Grande Laminae Rongeur : NF200
AB 6-12 pm Grand 16-100 m/s HI-1v Extéroception | Humain:  KCNSI,
piezo 2, NTRK3
Rongeur : NF200
Moyen Moyenne Laminae I Humain* : SCNI10A,
Ad 1-6 um Léger 5-30 m/s etV Nociception | P2RX3, TACI,
CALCA, TRPV1
Rongeur :
Peptidergique :  SP,
CGRP, TrkA
Petit Lente Laminae I Non peptidergique :
C 0,2-1,5 um Aucun 0,2-2,5 m/s etll Nociception | IB4, P2RX3,
Humain* : SCNI10A,
P2RX3, TACI,

CALCA, TRPV1

1. (Kandel et al., 2013)

* Les études parlent de nocicepteurs et ne font pas la différence entre les deux types de

fibres

1.2.1 Les fibres Ax

Les fibres Aa sont des neurones de type proprioceptif, c’est-a-dire qui nous permettent de

détecter ou notre corps se situe dans I’espace (Julius et Basbaum, 2001). Par exemple, si nous

fermons nos yeux, nous sommes tout de méme capables d’amener un doigt de son

emplacement de repos jusqu’au bout de notre nez sans probléme, et ce grace a ces neurones.

Les sous-types de neurones Aa ont comme caractéristiques communes d’avoir un large

diamétre en plus d’étre recouverts d’une épaisse couche de myéline ce qui leur procure une




trés grande vitesse de conduction (Kandel et al., 2013). La portion centrale de 1’axone des
fibres Aa projette au niveau des laminae V, VII et méme IX. Ces neurones se rendent donc
aux faisceaux spino-cérébelleux ventral et dorsal (Frigon et al., 2022). De plus, ils font des
connexions monosynaptiques avec les motoneurones o de la corne ventrale de la moelle

épiniére ce qui permet de créer les réflexes spinaux (Frigon et al., 2022).

1.2.1.1 Les fibres la

La portion périphérique des fibres Ia innerve les fuseaux musculaires localisés dans les
muscles. Ces fuseaux musculaires sont faits de fibres intrafusales encapsulées ou I’afférence
Ia s’attache. Des motoneurones y sont aussi présents pour controler la contraction des fibres
intrafusales (Sonner et al.,, 2017). Les afférences la permettent donc de transmettre
I’information a propos des changements de 1’étirement des muscles aid¢ des afférences 11
(afférences secondaires aussi localisées aux fuseaux musculaires) qui transmettent les
informations sur la longueur musculaire (Pasluta et al., 2018). Leur role principal est donc

de donner la vitesse et la position des membres (Frigon et al., 2022).

1.2.1.2 Les fibres Ib

Les afférences Ib innervent les organes tendineux de Golgi (GTO), des corpuscules
encapsulés présents au niveau des jonctions myotendineuses qui contiennent plusieurs fibres
de collagéne (Sonner et al., 2017). Ces afférences permettent de donner de 1’information sur
la tension musculaire présente, car lors de la contraction d’un muscle, les GTO et ses fibres
de collagenes sont étirés ce qui comprime les fibres Ib (Frigon et al., 2022; Pasluosta et al.,
2018; Sonner et al., 2017). Ces récepteurs ont de haut seuil d’activation et s’adaptent
lentement ce qui explique leur activation seulement lorsqu’il y a un mouvement. Leur rdle

principal est de donner la force contractile musculaire (Frigon et al., 2022).

1.2.2 Les fibres Ap
Les fibres AP sont principalement des neurones impliqués dans I’extéroception, soit le
toucher léger (Julius et Basbaum, 2001). Ce sont donc des mécanorécepteurs activés par des

signaux de faible intensité, donc non nociceptifs (LTMR) (Almeida et al., 2004). Par contre,



il existe un sous-type dans ces fibres qui est activé par des stimuli de haute intensité donc
nociceptifs (HTMR). Ces fibres ont aussi un large diamétre et sont fortement myélinisées ce
qui cause leur grande vitesse de conduction (Abraira et Ginty, 2013). La projection centrale
de I’axone de ces neurones projette dans les laminae intermédiaires de la moelle épiniere
(laminae ITI-IV) (Basbaum et al., 2009). 1l existe quatre grandes catégories de fibres AP
LTMRs qui se différencient en fonction de leur vitesse d’adaptation a un stimulus et de leur
localisation : celle & adaptation rapide (RA), celle a adaptation lente (SA), les récepteurs de
type 1 et de type 2 (les fibres RA1, RA2, SA1 et SA2). Les récepteurs a adaptation rapide
sont activés au moment d’un contact, puis cessent de décharger jusqu’a ce qu’un changement
de pression survienne (Johansson et Flanagan, 2009; Abraira et Ginty, 2013). Pour ce qui est
de ceux a adaptation lente, ils restent activés tout au long de la stimulation mécanique
(Johansson et Flanagan, 2009; Abraira et Ginty, 2013). Les récepteurs de type 1 sont localisés
a la surface de la peau, principalement au bout des doigts, ce qui leur confere des champs
récepteurs de plus petite taille et qui explique leur capacité et distinguer les détails d’un objet
alors que les récepteurs de type 2 sont présents plus profondément dans le derme, leurs
champs récepteurs sont donc beaucoup plus grands ce qui cause des signaux plus diffus

(Johansson et Flanagan, 2009).

1.2.2.1 Les fibres A SAI-LTMRs

Les fibres AB SA1-LTMRs sont des fibres a adaptation lente de type 1 (leurs terminaisons
sont présentes en surface et déchargent constamment) et projettent dans les disques de
Merkel. Ce type de fibres est trés important pour la transmission d’images spatiales grace
aux stimuli tactiles. En effet, ils répondent fortement au moment du contact avec le coin, les
bords et les courbes d’un objet en plus d’avoir une grande résolution spatiale (Abraira et
Ginty, 2013; Zimmerman et al., 2014; Frigon et al., 2022). Ces fibres répondent de fagon
graduelle au changement de pression mise sur la peau ce qui leur permet de distinguer le
relief des choses (Sobinov et Bensmaia, 2021). Les disques de Merkel sont notamment

présents en grande quantité (dense) sur les doigts et les Iévres (Abraira et Ginty, 2013).
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1.2.2.2 Les fibres A SA2-LTMRs

Les fibres A SA2-LTMRs sont aussi des fibres a adaptation lente, mais de type 2 (leurs
terminaisons sont localisées en profondeur et elles déchargent en tout temps lorsqu’activées).
Ces fibres sont associées aux terminaisons de Ruffini, de petites terminaisons nerveuses
encapsulées, et sont impliquées dans la perception de I’indentation de la peau, quoique
beaucoup moins que les disques de Merkel (Abreira et Ginty, 2013). Elles sont plus sensibles
a I’étirement de la peau (lorsqu’un objet bouge et étire la peau) et aux changements de forme
de la main et des doigts (Abreira et Ginty, 2013; Sobinov et Bensmaia, 2021; Frigon et al.,
2022). Cette propriété leur confere donc un rdle dans la proprioception et les informations y
correspondant sont intégrées avec celles provenant des fuseaux musculaires et des afférences
au niveau des jointures. Les terminaisons de Ruffini font aussi partie des récepteurs
articulaires, ce qui permet de mieux expliquer leur rdle de propriocepteur (Frigon et al.,

2022).

1.2.2.3 Les fibres A RA1-LTMRs

Les fibres Ap RA1-LTMRs sont des fibres a adaptation rapide de type 1 (leurs terminaisons
sont localisées en surface et elles déchargent lorsqu’un changement de pression se produit).
L’axone de ces fibres se termine dans les corpuscules de Meissner qui sont sensibles aux
mouvements de la peau et des poils en plus de répondre aux vibrations de basses fréquences
ce qui leur permet de détecter le glissement d’un objet (Zimmerman et al., 2014; Abraira et
Ginty, 2013). Ces corpuscules sont retrouvés en majorité au niveau de la peau sans poil de la
main et sur la plante des pieds (Frigon et al., 2022). Les corpuscules de Meissner sont
composés de cellules lamellaires disposées horizontalement entourées de fibres de collagéne
qui sont innervées par au moins trois fibres A RAI-LTMRs (Cauna et Ross, 1960). Cet
arrangement est trés important pour leur role, car une force appliquée permet de déformer les
fibres de collagene ce qui déclenche immédiatement un potentiel d’action. Lorsque le
stimulus cesse, les corpuscules reprennent leur forme initiale ce qui déclenche un deuxi¢me
potentiel d’action et qui explique la réponse aux changements de pression de ces fibres

(Zimmerman et al., 2014; Abraira et Ginty, 2013).
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1.2.2.4 Les fibres A RA2-LTMRs

Les fibres A RA2-LTMRs sont des fibres a adaptation rapide de type 2 (leurs terminaisons
sont localisées plus profondément dans le derme et elles déchargent aussi lorsqu’un
changement de pression survient. Chacune de ces fibres est associée a un corpuscule de
Pacini qui sont présents en forte densité au niveau des doigts et prés des jointures
(Zimmerman et al., 2014). Ces corpuscules sont extrémement sensibles et permettent de
détecter des vibrations de hautes fréquences et ce, a un seuil d’activation bas (Bell et al.,
1994). Ils rendent donc possible de percevoir les vibrations lorsque nous manipulons un objet
ce qui nous permet de les guider sans les regarder (Abraira et Ginty, 2013). Ces corpuscules
sont aussi des récepteurs articulaires ce qui explique la portion proprioception de ces

récepteurs (Frigon et al., 2022).

1.2.2.5 Les fibres A HTMRs

Les fibres AR HTMRs ont été¢ découvertes chez le chat lorsque des neurones ayant des
vitesses de conduction comparables a celles des fibres AP émettaient des potentiels d’action
avec forte intensité¢ lors de stimulations nociceptives (pincement/compression de forte
intensité) comparativement a des stimuli non nociceptifs (Burgess et Perl, 1967; Djouhri et
Lawson, 2004). Chez le chat, environ 8% des neurones de type A sont des AR HTMRs, ce
qui est augmenté a 18% et 50% chez le singe et le rat respectivement (Burgess et Perl, 1967;
Treede et al., 1998; Lynn et Carpenter, 1981). Ces neurones ont aussi €t¢ enregistrés par
¢lectrophysiologie intracellulaire dans des DRG de chat, rat et cochon d’Inde (Djouhri et
Lawson, 2004). Malheureusement, ces fibres sont sous-étudiées ce qui est potentiellement
di a leur forte ressemblance aux fibres AS HTMRs. Etudier davantage ces fibres permettrait
de mieux comprendre la contribution respective des fibres AR LTMRs et HTMRs lors

d’hyperalgésie ou d’allodynie suite a une blessure (Djouhri et Lawson, 2004).

1.2.3 Les fibres A6
Les fibres Ad sont principalement connues pour leur rdle dans la nociception, méme si un
sous-type de ces fibres est impliqué dans la mécanosensation. Ces fibres ont un diamétre de

moyen calibre qui est légerement myélinisé (Julius et Basbaum, 2001; Le Pichon et Chesler,
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2014). Puisque leurs axones sont my¢linisés, leur vitesse de conduction permet de ressentir
ce qu’on appelle la « premiere » douleur, soit celle rapide et spécifique apres que nous nous
soyons cogné un orteil sur le coin d’un lit par exemple (Julius et Basbaum, 2001; Almeida et
al., 2004). L’axone de ces neurones se termine au niveau des laminae superficielles (lamina
I) et profondes de la moelle épiniére (lamina V) (Basbaum et al., 2009). Les axones se
terminant dans la lamina V appartiennent a des neurones spéciaux pouvant répondre a des
stimuli non nociceptifs et nociceptifs que 1’on appelle les neurones wide dynamic range
(WDR) (Basbaum et al., 2009). Le type de stimuli détecté permet de différencier les
catégories de fibres Ad.

1.2.3.1 Les fibres A6 LTMRs

Les fibres AS LTMRs sont des mécanorécepteurs associés a des follicules pileux, soit ceux
de type poingon, auchene et zigzag (Li et al., 2011). Leur rdle principal est donc de détecter
le mouvement des poils. Ce sont les mécanorécepteurs les plus sensibles que nous pouvons
retrouver sur la peau puisqu’ils ont les seuils mécaniques les plus bas en plus d’avoir la
sensibilit¢ dynamique la plus haute (Brown et Iggo, 2967b; Abraira et Ginty, 2013). Pour
terminer, ces récepteurs sont impliqués dans le refroidissement rapide (Brown et Iggo, 1967b;

Liet al., 2011; Djouhri et al., 2004).

1.2.3.2 Les fibres Ao type 1

Les fibres Ao de type 1sont des mécanorécepteurs activés a de hauts seuils de stimulation.
Ils peuvent répondre a des stimuli potentiellement dangereux pour 1’organisme de type
mécanique, chimique et thermique a de hautes températures (environ 53°C) (Julius et
Basbaum, 2001; Djouhri et Lawson, 2004). Si le stimulus de haute intensité se poursuit dans
le temps, ces nocicepteurs se sensibiliseront et donc répondront a des stimuli thermiques et
mécaniques de plus basse intensité¢ (Basbaum et al., 2009; Millan et al., 1999). Di au haut
seuil d’activation thermique de ces neurones, leur role principal est donc de capter les stimuli

mécaniques de haute intensité (Almeida et al., 2004).
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1.2.3.3 Les fibres Ao type 2

Contrairement aux fibres Ad de type I, les fibres Ad de type II, ont un trés haut seuil
d’activation mécanique et un seuil d’activation thermique plus bas (environ 43°C) (Julius et
Basbaum, 2001; Basbaum et al., 2009). Ces fibres possedent aussi des récepteurs pour les
températures tres froides (-15°C) (Almeida et al., 2004). Comme pour les types I, ces fibres
peuvent étre sensibilisées a cause de stimuli mécaniques trop intenses et répondre a des seuils
habituellement non nociceptifs (Almeida et al., 2004). D1 a leur seuil d’activation thermique

plus bas, le role principal de ces fibres est donc de transmettre les stimuli thermiques de haute

intensité (Millan et al., 1999).

1.2.4 Les fibres C

Les fibres C ont aussi comme role principal la nociception, méme si elles possedent un sous-
groupe impliqué dans le toucher affectif. Ces fibres sont le type le plus abondant et sont de
petit diamétre et non myélinisées, ce qui leur confere une vitesse de conduction assez lente
(Basbaum et al., 2009; Le Pichon et Chesler 2014). De ce fait, elles sont associées a la
seconde douleur, celle qui pulse et qui est diffuse apres la douleur vive qui suit le coup d’un
orteil sur le bord d’un lit (Julius et Basbaum, 2001). Effectivement, leurs potentiels d’action
sont prolongés dans le temps ce qui produit une sommation temporelle et provoque une
douleur sourde (Almeida et al., 2004). La portion centrale de I’axone de ces neurones se rend
dans les laminae superficielles de la moelle épiniére (laminae I et II interne) (Basbaum et al.,
2009). Les fibres C sont dites polymodales, car elles peuvent étre activées et transmettre des
stimuli de type mécanique, chimique et thermique (Almeida et al., 2004; Julius et Basbaum,
2001; Basbaum et al., 2009). Chez les rongeurs, les fibres C sont divisées entre les fibres C
peptidergiques et non peptidergiques, ce qui n’est possible chez les humains (Tavares-
Ferreira et al., 2022; Shiers et al,, 2021). En effet, chez ’humain les neuropeptides
classiquement retrouvés au niveau des fibres C chez les rongeurs sont exprimés dans presque
tous les groupes de neurones des DRG humains et un fort niveau de coexpression est présent
entre P2RX3 (récepteur purinergique 3 de la famille P2X, un marqueur des fibres C non
peptidergiques chez les rongeurs) et CALCA (gene codant pour le calcitonin-gene related
peptide, un marqueur des fibres C peptidergiques chez les rongeurs) ce qui renforce I’idée

que ces deux types neuronaux ne forment plutdt qu'une seule population neuronale chez
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I’humain (Shiers et al., 2020; Shiers et al., 2021; Tavares-Ferreira et al., 2022; Shiers et al.,
2023).

1.2.4.1 Les fibres C LTMRs

Les fibres C LTMRs sont uniquement présentes au niveau de la peau poilue, soit autour des
follicules pileux poingon, auchene et zigzag. Tout comme les Ad LTMRs, elles permettent
un refroidissement rapide (Abraira et Ginty, 2013). Leur rdle principal est associé au toucher
émotionnel. En effet, lorsqu’un mouvement lent comme une caresse est effectué sur la peau,
ces récepteurs sont activés au maximum (Li et al., 2011; Basbaum et al., 2009). De plus, les
humains ne possédant pas de fibres my¢linisées, donc uniquement des fibres C, ressentent du
plaisir lorsque leurs fibres C LTRMs sont activées ce qui démontre une activation de I’insula
et non du cortex somatosensoriel (Bjornsdotter et al., 2009). Pour terminer, ces fibres
expriment la tyrosine hydroxylase (TH) et le marqueur des fibres C non peptidergiques cRet
sans aussi exprimer les marqueurs CGRP/TrkA/TRPV1 et IB4/MrgprA4 associés aux fibres
C peptidergiques et non peptidergiques respectivement (Rostock et al., 2018). C’est donc une
sous-classe unique de fibres C non peptidergiques (Li et al., 2011; Le Pichon et Chesler,

2014).

1.2.4.2 Les fibres C peptidergiques

Les fibres C peptidergiques sont nommées ainsi puisqu’elles contiennent et sécrétent des
neuropeptides comme la substance P et le CGRP dans la moelle épiniere lorsqu’activées
(Julius et Basbaum, 2001; Basbaum et al., 2009; Wiesenfeld-Hallin et al., 1984; Hokfelt et
al., 1975). Ces fibres projettent au niveau des laminae I et II externes de la moelle épiniere
(Shiers et al., 2021). Leur role semble encore incertain dans la littérature. Effectivement,
certaines équipes croient qu’elles sont impliquées dans la douleur thermique, puisque la
délétion de ces fibres dans des souris diminue la réponse des animaux lors de stimuli
nociceptifs thermiques et non mécaniques (Cavanaugh et al., 2009; Petitjean et al., 2019,
McCoy et al., 2013). D’un autre c6té, d’autres équipes croient que ces fibres ont plutét un
role dans la détection de stimuli thermiques, mécaniques et chimiques, donc qu’elles sont

polymodales (Basbaum et al., 2009; Almeida et al., 2004).
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1.2.4.3 Les fibres C non peptidergiques

De leur coté, les fibres C non peptidergiques portent ce nom parce qu’elles ne contiennent
pas de neuropeptides comme les fibres C peptidergiques (Basbaum et al., 2009; Julius et
Basbaum, 2001). La portion centrale de I’axone de ces fibres projette au niveau de la lamina
2 interne de la moelle épinicre (Shiers et al., 2021). Tout comme les fibres C peptidergiques,
leur réle est encore controversé dans la littérature. En effet, certaines études indiquent que le
role des fibres C non peptidergiques est dans la transmission de la douleur mécanique et non
thermique, puisqu’en supprimant les fibres C non peptidergiques chez la souris, une
diminution de la réponse aux stimuli mécaniques, mais pas aux stimuli thermiques, était
présente (Petitjean et al., 2019; Cavanaugh et al., 2009; McCoy et al., 2013). De I’autre coté,
d’autres études croient que ces fibres sont polymodales, car leur suppression, chez la souris,
diminue les seuils de détection de la douleur induite par des stimuli mécaniques et thermiques

(Tarpley et al., 2004; Vulchanova et al., 2001; Basbaum et al., 2009).

1.2.5 Les nocicepteurs silencieux

Les nocicepteurs silencieux sont des nocicepteurs qui ne répondent pas aux stimuli
douloureux en général (Almeida et al., 2004). En effet, leur activation se produit uniquement
lorsque de I’inflammation est retrouvée dans le lieu de leur activation puisqu’ils ont été
sensibilisés par une Iésion tissulaire (Julius et Basbaum, 2001; Almeida et al., 2004; Tavares-
Ferreira et al., 2022). Les fibres Ad ainsi que les fibres C possédent des nocicepteurs
silencieux. Celles-ci peuvent étre notamment distinguées par les marqueurs qu’elles
expriment (Rau et al., 2005; Petruska et al., 2002). De plus, ces neurones posseédent un « post-
hyperpolarisation (AHP) » unique qui peut les différencier des autres nocicepteurs (Petruska

et al., 2002).

1.3 Types de classification des afférences primaires

1.3.1 Grosseur du corps cellulaire
Une des fagons les plus simples de classifier les différents types de neurones des afférences

primaires est simplement grace au diamétre de leur corps cellulaire. En effet, par le passé, de
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nombreuses études se fiaient au diamétre des neurones pour les classifier. Pour ce faire, une
des méthodes les plus populaires est de mesurer le diameétre moyen de tous les neurones
(Mennicken et al., 2003; Gold et al., 1996; Wang et Wessendorf, 2001; Rau et al., 2005;
Davidson et al., 2014; Ji et al., 1995). La capacitance membranaire peut aussi étre utilisée
pour déterminer indirectement le diamétre des différents neurones, car elle est le reflet de
Iaire des cellules (Zhang et al., 2017). Evidemment, un seuil doit étre fixé pour tous les types
de neurones et celui-ci varie entre chaque espéce et entre les études. Par exemple, chez le rat,
en fonction des études un petit diametre varie entre 15 pum, 20-27 pum et 15-30 pum, un
diamétre moyen varie entre 33-37 um et 35-45 pum et un grand diameétre varie entre 30 um et
41-48 um (Mennicken et al., 2003; Gold et al., 1996; Rau et al., 2005). Il y a une bonne
différence en comparant les diametres chez le rat avec ceux chez la souris ou des neurones
de petit diametre sont entre 10-20 um alors que ceux de large diamétre sont entre 35-50 um
et avec le singe ou les diametres sont de 19 um et 40 um pour les petits et grands neurones
(Wang et al., 2010; Mennicken et al., 2003). Evidemment, les neurones des afférences
primaires les plus grands sont présents chez 1’humain, mais encore une fois, beaucoup de
variabilité existe entre les études (Haberberger et al., 2019). Pour les petits neurones, les
diamétres varient entre plus petit que 25 pm, 30-60 um et plus petit que 50 um alors que les
gros diamétres sont d’environ 55 pm (Han et al., 2015; Mennicken et al., 2003; Davidson et
al., 2014; Chang et al., 2018, Haberberger et al., 2019). Les fibres de large diamétre peuvent
étre de type Aa ou AP, alors que les fibres de moyen diameétre sont associées aux fibres Ad
(Djourhi et Lawson, 2004; Viventi et Dottori, 2018; Khalid et Tubbs, 2017; Le Pichon et
Chesler, 2014; Abraira et Ginty, 2013; Garland, 2012). Pour terminer, les fibres de petit
diamétre comprennent les deux groupes de fibres C (Julius et Basbaum, 2001; Khalid et

Tubbs, 2017; Cavanaugh et al., 2009; Zhang et al., 2013).

1.3.2 Vitesse de conduction

La vitesse de conduction des différents neurones présents dans les afférences primaires est
aussi une méthode utilisée pour les classifier. En effet, les groupes de fibres C, Ad et AP et
Aa ont tous des vitesses de conduction qui leur sont spécifiques, ce qui permet de les

différencier (Djouhri et Lawson, 2004). Pour mesurer ces vitesses de conduction, les cellules
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des ganglions sont implantées avec des microélectrodes qui provoquent des dépolarisations.
La réponse des cellules est ensuite captée a I’aide d’un électrometre (Lee et al., 1986). Les
enregistrements peuvent aussi étre faits a distance sur des animaux vivants (Obreja et al.,
2010). En d’autres mots, ce sont des enregistrements ¢électrophysiologiques qui sont faits
(Djouhri et Lawson, 2001; Djouhri et Lawson, 2004). Evidemment, de nombreux éléments
peuvent, encore une fois, influencer la conduction électrique des neurones. Que ce soit en
fonction des espéces, de 1’dge ou de la température du milieu utilis€¢ pour faire les
enregistrements, des variations peuvent survenir (Djouhri et Lawson, 2004; Sato et al., 1985;
Birren et Wall, 1956). La vitesse de conduction des différents types de neurones est
directement liée au diamétre des fibres (Julius et Basbaum, 2001; Lee et al., 1986; Mense,
1990). Les fibres Aa et AP ont les plus larges diamétres, mais aussi les vitesses de conduction
les plus grandes, car la résistance du courant au travers de 1’axone est moins grande que pour
les fibres de petit diamétre (Kandel et al., 2013). Les fibres Ao ont la vitesse de conduction
la plus rapide avec des valeurs d’environ 120 m/s suivis des fibres AP pour lesquelles les
valeurs varient entre 16 a 100 m/s (Kandel et al., 2013; Abraira et Ginty, 2013; Le Pichon et
Chesler, 2014; Millan, 1999). Elles sont suivies des fibres Ad dont la vitesse varie entre 5 et
30 m/s (Abraira et Ginty, 2013; Dubin et Patapoutian, 2010; Le Pichon et Chesler, 2014;
Millan, 1999; Julius et al., 2001). Les fibres C sont donc les plus lentes au niveau de la
conduction avec des vitesses variant entre 0,2 et 2,5 m/s (Abraira et Ginty, 2013; Dubin et

Patapoutin, 2010; Almeida et al., 2004; Lee et al., 1986, Julius et al, 2001).

1.3.3 Niveau de myélinisation

Une autre facon simple de classifier les différents types de neurones des afférences primaires
est avec la quantité de myéline qui recouvre les axones des différents types de neurones en
question. Effectivement, les axones des différents types de neurones sont recouverts de
différentes quantités de myéline ce qui permet de les séparer (Quirion et al., 2020; Abraira et
Ginty; 2013). Pour ce faire, la microscopie électronique et des études histologiques peuvent
étre utilisées pour vérifier la présence et la quantité de myéline sur les axones des neurones
(Paré¢ et al., 2001; Stacey, 1969). Cela a permis de découvrir trois différentes catégories de

my¢linisation de neurones : les fibres largement my¢linisées, légerement myélinisées et non

17



18

my¢linisées. Les fibres AP et Aa font partie des fibres fortement myélinisées, alors que les
fibres AJd le sont 1égérement et que les fibres C ne le sont pas du tout (Julius et Basbaum,
2001; Abraira et Ginty, 2013; Le Pichon et Chesler, 2014; Bear et al., 2016). Un lien direct
existe entre le niveau de my¢line autour de I’axone d’un neurone et sa vitesse de conduction.
En effet, plus la quantité de my¢line est grande, plus cela causera une augmentation de la
vitesse de conduction (Purves et al., 2001; Kandel et al., 2013; Viventy et Dottori, 2018). La
microscopie électronique a aussi été utilisée par le passé pour classifier les neurones des
afférences primaires selon la distribution de leurs organelles en plus de leur taille (Rambourg
et al., 1983). En effet, six différents types de neurones peuvent étre distingués grace a
I’organisation de leurs corps de nissl et appareil de Golgi au niveau de leur soma (Rambourg

et al., 1983).

1.3.4 Marqueurs

Le travail effectué au cours des derniéres années a permis de trouver de nombreux marqueurs
cellulaires spécifiques aux différents types de neurones présents dans les afférences
primaires. Ces marqueurs peuvent étre observés par deux grandes méthodes: par
immunofluorescence ou encore en marquant I’ARNm de ces différents marqueurs (Scherrer
et al., 2009; Shiers et al., 2020; Quirion et al., soumis 2021, Bardoni et al., 2014; Francois et
Scherrer, 2018, Moy et al., 2020). Les deux types de fibres C possédent chacun plusieurs
marqueurs ce qui permet de bien les distinguer. Les fibres C peptidergiques portent ce nom
puisqu’elles contiennent de nombreux peptides dont la substance P et CGRP en plus
d’exprimer le récepteur au NGF TrkA qui peuvent facilement étre marqués (Zhang et al.,
1998; Julius et Basbaum, 2001; Scherrer et al., 2009; Woolf et Ma, 2007, Pierce et al., 2006).
Le canal TRPV1 sensible a la capsaicine y est aussi présent (Scherrer et al., 2009; Le Pichon
et Chesler, 2014; Zhang et al, 2013). Les fibres C non peptidergiques ne contiennent pas ces
peptides, mais sont connues pour lier la lectine IB4 et exprimer le canal a ATP P2X3 et le
récepteur Mrgprd (Julius et Basbaum, 2001; Scherrer et al., 2009; Cavanaugh et al., 2009;
Zhang et al., 2013; Woolf et Ma, 2007; Pierce et al., 2006). Pour ce qui est des fibres
my¢linisées, soit celles de large et de moyen diametre, le neurofilament de 200 kDa (NF200)
qui marque les axones my¢linisés est exprimé (Scherrer et al., 2009; Bardoni et al., 2014;

Quirion et al., soumis 2021). De plus, le canal TRPV2, y est aussi retrouvé (Scherrer et al.,
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2009). Pour ce qui est des fibres Aa., les marqueurs TrkC et Runx3 y sont exprimés (Bardoni
et al., 2014; Viventi et Dottori, 2018; de Nooij et al., 2013). Des marqueurs existent aussi
pour les sous-classes des différentes fibres. Par exemple, les fibres A LTMRs (low-
thhreshold mechanoreceptors) expriment le récepteur a la neurotrophine Ret et TrkC, alors
que les fibres A5 LTMRs expriment TrkB (Bardoni et al., 2014; Francois et Scherrer, 2018).
Ces différents marqueurs sont connus pour étre spécifiques aux types de fibres auxquels ils
sont associés chez les rongeurs. Par contre, chez les espéces supérieures, comme le singe et
I’humain, les choses se compliquent puisque ce n’est plus nécessairement le cas. En effet, le
marqueur NF200 utilisé chez les rongeurs pour marquer les fibres myélinisées marque
presque tous les neurones chez I’humain (Shiers et al., 2020; Haberberger et al., 2019;
Rosotck et al., 2018). De plus, la liaison a IB4, utilisée pour identifier les fibres C non
peptidergiques chez les rongeurs ne se fait tout simplement chez 1’humain (Davidson et al.,
2014). Ce sont donc d’autres marqueurs, comme KCNS1 pour les fibres Af3, qui doivent étre
utilisés ce qui cause une hétérogénéité de marqueurs entre les différentes espéces (Shiers et
al., 2020). Récemment, des études sur 1I’expression en ARNm des neurones des afférences
primaires permet d’éclaircir les marqueurs présents dans les différents types de neurones au
niveau de toutes les espéces ce qui permet de comparer les distinctions translationnelles

présentes et éventuellement de trouver de meilleures cibles cliniques (Shiers et al., 2020).

1.3.5 Expression en ARNm

1.3.5.1 L’expression génique

L’expression génique est le processus qui permet 1’expression d’un geéne codant pour une
protéine (Fan et al., 2017). Cette série d’étapes débute au niveau du noyau ou la chromatine
subit différentes modifications comme I’acétylation des histones ce qui produit un géne prét
a étre transcrit (Campbell et Reece, 2012). En effet, ’ADN sera transcrit en ARN
prémessager a 1’aide de son brin matrice. Pour ce faire, I’ARN polymérase II se lie a son
promoteur a I’aide de facteurs de transcriptions : TFIID se lie a la boite TATA du promoteur
ce qui permet la formation du complexe TFIIA, TFIIB avec TFIID ce qi entraine la liaison
de ’ARN polymérase II graice a TF11F (Campbell et Reece, 2012). L’ajout de TFIIE et
TFIIH permet la preinitiation du complexe et I’ATP permet la phosphorylation de la queu de
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I’ARN polymérase et I’initiation de la transcription (Macé et al., 2015; Campbell et Reece,
2012). L’ouverture du double brin d’ADN est faite et la synthése d’ARN commence. Pour
terminer la transcription, ’ARN polymeérase II clive un point présent de 10 a 35 nucléotides
en aval d’un signal de polyadénylation (Campbell et Reece, 2012). L’ARN prémessagé
synthétisé subira ensuite plusieurs modifications post-transcriptionnelles pour devenir un
ARNm mature. Une coiffe 5 est ajoutée pour permettre la stabilit¢ de ’ARNm et son
positionnement sur le ribosome pour ’initiation de la traduction ainsi qu’une queue polyA
pour la stabilit¢ de I’ARNm, I’exportation de ’ARNm au cytoplasme et I’initiation de la
traduction par le ribosome (Campbell et Reece, 2012). L’épissage termine la maturation de
I’ARNm en excisant les introns a ’aide de spliceosome et en liant les exons. Cet ARNm est
ensuite transporté au niveau des ribosomes pour permettre la traduction, donc la synthése de
polypeptides (Campbell et Reece, 2012). La traduction comprend quatre grandes étapes :
I’initiation, 1’élongation et la terminaison (Anisimova et al., 2018). Lors de I’initiation, la
petite sous-unité du ribosome associée a I’ARNt d’initiation se lie a la coiffe 5° I’ARNm et
avance sur celui-ci jusqu’a I’atteinte du premier codon de départ (AUG) (Merrick et Pavitt,
2018). Cela permet la liaison de I’ARNt a cette s€quence ainsi que le recrutement de la grande
sous-unit¢ du ribosome (Campbell et Reece, 2012). Pour 1’¢longation de la chaine
polypeptidique, les acides aminés sont ajoutés un a la fois a I’aide d’'un ARN de transfert
(ARNt) qui permet de faire 1’intermédiaire entre 1’acide aminé et ’ARNm grace a son
anticodon (Fan et al., 2017). L’ARNt se lie au niveau du site A du ribosome, puis un
aminoacyl-ARNt synthétase permet ensuite de former un lien ester entre ’acide aminé et
I’ARNt et donc de terminer I’appariement correct de I’ ARNt et de son acide aminé (Fan et
al., 2017; Campbell et Reece, 2012). Une liaison peptidique est ensuite formée entre le nouvel
acide aminé et la chaine du polypeptide localisé au site P de I’ARNm ce qui entraine la le
transfert du polypeptide du site P vers le site A (Brar et Weissman, 2015). Par la suite, ’ARNt
du site A est transloqué vers le site P alors que celui du site P maintenant vide est transloqué
vers le site E et se détache du ribosome (Merrick et Pavitt, 2018). Pour chacun des acides
aminés ajoutés, I’hydrolyse de GTP est nécessaire lors de la reconnaissance du codon et de
la translocation de I’ARNt (Campbell et Reece, 2012). La terminaison se produit lorsqu’un
codon d’arrét de I’ARNm est rencontré au niveau du site A (Anisimova et al., 2018; Campbell

et Reece, 2012). Une réaction d’hydrolyse est donc produite ce qui permet de libérer le
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polypeptide (Campbell et Reece, 2012). Celui-ci subira plusieurs modifications post-

traductionnelles avant d’étre acheminé vers sa cible finale.

1.3.5.2 Utilisation de [’expression en ARNm pour la classification des afférences primaires

Durant les derniéres années, une nouvelle technique, le RNA-seq (RNA sequencing) a été
développée et s’est répendue dans de nombreux laboratoires. Cette technique permet de faire
la cartographie ainsi que la quantification compléte du transcriptome étudi¢ (Wang et al.,
2009). Le RNA-seq peut donc étre utilisé pour faire le séquencage complet d’échantillons de
ganglions de la racine dorsale (DRG) ou de ganglions trijumeaux (TG) ou en se concentrant
sur un seul neurone ou une seule population neuronale (Flegel et al., 2015; Ray et al., 2018;
Hockley et al., 2019). Cela permet donc de déterminer 1’expression de jusqu’a 20 000 genes
par cellule et de les séparer en groupes ayant des caractéristiques communes (Tavares-
Ferreira et al., 2022; Usokin et al., 2014). Selon 1I’étude, plusieurs groupes d’afférences
primaires sont identifiés et possedent des rdles différents. Pour chacun d’entre eux, plusieurs
marqueurs sont retrouvés et cette combinaison de marqueurs permet de différencier les types
de neurones. La technique d’hybridation in sifu y est souvent combinée pour valider les
résultats obtenus (Tavares-Ferreira et al., 2022; Kupari et al., 2021; Hall et al., 2022; Nguyen
et al., 2021). On peut notamment retrouver des groupes classifiés comme des
propriocepteurs, les deux types de AR LTMRs (celles a adaptation rapide et lente), des Ad
LTMR et HTMR, des fibres C LTMRs et de nombreuses classes de nocicepteurs (Tavares-
Ferreira et al., 2022; Kupari et al., 2021; Nguyen et al., 2021; Hockley et al., 2019). Chez
I’humain, les propriocepteurs expriment la combinaison PVALB, NTRK3, ASIC1, NTRK2,
KCNSI et Runx3, alors que pour les AB LTMRS a adaptation lente et rapide NTRK3 est
fortement exprimé tout comme RAMP1 (Tavares-Ferreira et al., 2022; Nguyen et al., 2021;
Saito-Diaz et al., 2021; Hall et al., 2022). Les neurones AS LTMR sont caractérisés par leur
haut niveau d’expression de NTRK?2 alors que les AR HTMR expriment NTRK 1, CPNE®,
SCNI10A, CALCA et LPAR3 (Tavares-Ferreira et al., 2022). Parmi les nombreux groupes
de nocicepteurs, SCN10A, TRPV1, TRPA1, TACI, CALCA, P2RX3, TRPMS ont de hauts
niveaux d’expression (Flegel et al., 2015; Nguyen et al., 2021; Hall et al., 2022; Saito-Diaz
et al., 2021; Tavares-Ferreira et al., 2022, Usokin et al., 2014; Ray et al., 2021; Zeisel et al.,
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2018). Evidemment, cette technique peut aussi identifier des cellules non neuronales comme

des marqueurs inflammatoires (Tavares-Ferreira et al., 2022; Usoskin et al., 2015).

1.4 Traitement de la douleur

Plusieurs options de traitement sont présentes sur le marché pour traiter la douleur, que ce
soit par des approches pharmacologiques ou non. Du co6té des approches non
pharmacologiques, [’activit¢ physique, la physiothérapie ou la thérapie cognitivo-
comportementale peuvent réduire la douleur et améliorer la qualité de vie des patients
(Substance Abuse and Mental Health Services Administration, 2012). Du c6té
pharmacologique, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et I’acétaminophéne sont
utilisés pour traiter les douleurs légeres. Pour celles modérées a séveres, les anticonvulsivants
et les antidépresseurs tricycliques font partie des options disponibles en plus, évidemment,
des opioides qui sont encore largement utilisés (Lynch et Watson, 2006; Hylands-Withe et
al., 2016; Pak et al., 2018).

1.5 Les récepteurs opioides

Il existe trois différents récepteurs opioides : le mu (MOP), le delta (DOP) et le kappa (KOP).
Ces récepteurs sont tous des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) de la classe A, soit
celle a la rhodopsine. Ce sont donc des récepteurs a 7 domaines transmembranaires,
comprenant 3 boucles intracellulaires et 3 segments extracellulaires, un domaine
extracellulaire N terminal et une queue C-terminale au niveau cytosolique, qui sont couplés
aux protéines Gi/G, (Kooistra et al., 2021). Les récepteurs opioides ont entre 55% et 63%
d’homologie entre leurs séquences en acides aminés (Degrandmaison et al., 2021). Lors de
’activation d’un de ces récepteurs par un ligand endogéne ou un agoniste, une inhibition de
I’adénylate cyclase (AC) se produit, ce qui entraine une diminution de la production d’AMP
cyclique. Une hyperpolarisation membranaire est causée par l’ouverture de canaux
potassiques et la fermeture de canaux calciques dépendants du voltage. Cela cause une
diminution de la relache de neurotransmetteurs, une diminution de 1’excitabilité neuronale et

donc une diminution de la transmission nerveuse (Law et al., 2000; Al-Hasani et Bruchas,
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2011). Au final, I’activation des récepteurs aux opioides permet de réduire la transmission

des signaux nociceptifs et, par le fait méme, entrainer de ’analgésie.

1.5.1 Le récepteur opioide mu

Les opioides présentement sur le marché, comme la morphine, la codéine ou encore le
fentanyl sont des agonistes du récepteur mu opioide (Quirion et al, 2020). Ce récepteur est
grandement localisé au niveau du systéme nerveux central, ce qui a, entre autres, été montré
a I’aide d’une souris MOP-mCherry ou un signal intense était présent au niveau du putamen,
du noyau olfactif antérieur, du noyau parabrachial, de la substance grise périaqueductale
(PAG) et de I’amygdale (Erbs et al., 2015). La distribution du MOP dans les voies de la
douleur permet d’expliquer pourquoi ’activation de ce récepteur induit de 1’analgésie. Par
contre, son activation produit aussi une panoplie d’effets indésirables. Nous pouvons
notamment compter, la constipation, la nausée, la dépression respiratoire, la tolérance et la
dépendance. Des effets euphorisants sont produits par les agonistes du MOP, ce qui cause
I’utilisation de ces drogues de facon récréative (Al-Hasani et Bruchas, 2011; Khademi et al.,
2016; Morgan et Christie, 2011). D1 a la tolérance engendrée par ces molécules, les patients
doivent malheureusement augmenter leur dose de médicament pour maintenir un méme effet,
ce qui augmente le risque d’effets gastro-intestinaux (nausée, constipation) et de dépendance.
Tous ces facteurs sont des éléments déclencheurs a la crise des opioides que nous vivons
depuis déja plusieurs années qui est caractérisée par une augmentation des déces par surdoses
d’opioides notamment a cause des détresses respiratoires. En effet, seulement entre janvier
et juin 2022, plus de 3500 décés par intoxication ont eu lieu au Canada, ce qui représente
environ 20 déces et 14 hospitalisations par jour (Gouvernement du Canada, 2022). Ces
risques en plus de la diminution d’efficacité de ces analgésiques dans le temps illustrent bien

I’intérét de la recherche d’une nouvelle cible thérapeutique (Ballantyne et Shin, 2008).

1.5.2 Le récepteur opioide kappa
Le récepteur opioide kappa est aussi un récepteur qui peut apporter de 1’analgésie lorsqu’il
est activé en inhibant la neurotransmission excitatrice au niveau des laminae I et II de la

moelle épiniére et du tronc cérébral (Paton et al., 2020; Snyder et al., 2018). Il est aussi a
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noter qu’environ le 2/3 des neurones KOP positif sont des neurones nociceptifs au niveau
des afférences primaires (Snyder et al., 2018; Rau et al., 2005). Par contre, cette analgésie
vient aussi avec un lot d’effets secondaires. Effectivement, I’activation du KOP entraine entre
autres des effets dysphoriques, du stress, de 1’anxiété, de 1’aversion, une augmentation de
prise de drogues et de psychotomimétiques (Land et al., 2009; Clark et Abi-Dargham, 2019;
Snyder et al., 2018; Degrandmaison et al., 2022). Evidemment, cela limite le développement
et ’utilisation d’agonistes de ce récepteur pour le traitement de la douleur. D’un autre coté,
de nombreux antagonistes du KOP sont développés pour le traitement de pathologies comme
la dépression majeure, la schizophrénie ou la dépendance (Reed et al., 2018; Jacobson et al.,

2020).

1.5.3 Le récepteur opioide delta

Tout comme les deux récepteurs présentés précédemment, le DOP a aussi un fort potentiel
analgésique, et ce, dans une condition aigué (thermique, mécanique, chimique) et chronique
(inflammatoire, cancéreuse, neuropathique et migraineuse) (Berthiaume et al., 2020;
Normandin et al., 2013; Beaudry et al., 2011). L’activation de ce récepteur provoque aussi
des effets antidépresseur, anxiolytique et de cardio/neuroprotection qui sont trés intéressant
pour aider avec 1’aspect désagréable et émotionnel de la douleur en plus de traiter la douleur
physique en elle-méme (Gendron et al., 2015; Gallantine et Meert, 2005). Par contre, des
risques de convulsion sont présents, principalement avec 1’utilisation de hautes doses
d’agonistes non peptidiques comme le SNC80 (Blaine et al., 2022). En effet, le DOP est
grandement localisé¢ au niveau de neurones GABAergique du proencéphale et son activité
inhibitrice sur ces neurones induit une augmentation locale de I’excitabilité neuronale qui
cause les convulsions (Chu Sin Chung et al., 2015). De plus, le recrutement des (3-arrestines
semble augmenter les activités convulsives, ce qui pousse vers le développement d’agonistes
biaisés qui signalent principalement via la voie des protéines G plutdt que les B-arrestines et
qui limite I’activité convulsive (Blaine et al., 2022). La plus grande problématique du DOP
est sa localisation intracellulaire en condition basale qui limite son efficacité analgésique
comparativement a celle du MOP. Contrairement aux autres GPCR comme le MOP, le DOP
est majoritairement situé au niveau intracellulaire (appareil de Golgi, vésicules

présynaptiques) et trés peu a la membrane plasmique (Cahill et al., 2001; Gendron et al.,
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2015). Dans certaines conditions, le DOP peut tout de méme étre exprimé a la membrane
plasmique. En effet, lors d’un traitement chronique de 48 heures a la morphine, la densité de
DOP a la membrane plasmique est augmentée dans les neurones de la corne dorsale de la
moelle épini¢re et dans les DRG (Cahill et al., 2001; Gendron et al., 2006). Lors d’une
douleur inflammatoire chronique (72 heures) causée par I’adjuvant complet de Freund
(CFA), d’une douleur inflammatoire aigué (injection de capsaicine), ou d’une douleur
neuropathique, une augmentation du DOP a la membrane plasmique est aussi observée dans
les DRG (Gendron et al., 2006; Gendron et al., 2015; Cahill et al., 2007). Dans toutes ces
conditions, une analgésie plus grande était aussi présente en comparant a une condition basale
avec l’utilisation d’agonistes DOP. Malheureusement, un mystére persiste quant aux
mécanismes moléculaires et cellulaires favorisant 1’adressage de DOP a la membrane des

neuroncs.

1.5.4 Interaction entre le DOP et le MOP

De nombreuses études montrent que les récepteurs DOP et MOP s’influencent ’un et I’autre.
En effet, comme dit précédemment, 1’activation de fagon chronique du MOP augmente le
nombre de DOP a la membrane plasmique, et donc permet 1’augmentation de son efficacité
analgésique (Gendron et al., 2015; Gendron et al., 2007; Gendron et al., 2006; Morinville et
al., 2003). Le MOP est bel et bien important dans cette interaction, car dans des souris MOP-
KO, cette augmentation du DOP a la membrane est perdue (Gendron et al., 2007; Morinville
et al., 2004b; Morinville et al., 2003). De ’autre c6té, les agonistes MOP ont des effets
analgésiques plus grands lorsque le DOP est bloqué en plus d’avoir un développement de
tolérance moins grand (Guan et al., 2005; Zhu et al., 1999; Chefer et Shippenberg, 2009;
Gomes et al., 2004). Malheureusement, les mécanismes expliquant ces phénomenes sont
encore méconnus a ce jour. Une autre chose intéressante a propos de ces récepteurs est qu'une
hétéromérisation existe entre eux. Effectivement, il est connu qu’ils interagissent lorsqu’ils
sont surexprimés dans les mémes cellules et qu’ils sont présents dans le systeéme nerveux
central et périphérique (Gomes et al., 2000; Gendron et al., 2015; Gupta et al., 2010; Gendron
etal., 2016; Yekkirala et al., 2012). Cela a pu étre montré grace a plusieurs techniques comme
les co-immunoprécipitations, le BRET, ainsi que des souris transgéniques exprimant les

récepteurs couplés a des protéines fluorescentes (Erbs et al., 2015; Gomes et al., 2000;
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Gendron et al., 2016; Derouiche et al., 2020; Gomes et al., 2004). Cet hétéromere peut étre
activé par le SNC80, un agoniste du DOP, et produire des effets antinociceptifs (Metcalf et
al., 2012). De plus, un nouvel agoniste biais¢, le CYM51010 a été montré comme spécifique
a I’hétéromere DOP-MOP et produit des effets antinociceptifs avec moins de tolérance que
la morphine lors d’une administration chronique (Gomes et al., 2013; Tiwari et al., 2020). La
chaperonne RTP4 est aussi connue pour augmenter le nombre d’hétéromeres DOP-MOP a la
membrane plasmique en le protégeant de ['ubiquitination et de la dégradation
(Degrandmaison et al., 2021; Fujita, 2020). Cet hétéromere est donc une cible fonctionnelle
unique pour le développement d’agonistes opioides dans le traitement de la douleur (Gendron

et al., 2015; Gupta et al., 2010; Fuyjita, 2020; Constantino et al., 2012; Fujita et al., 2014).

1.6 Distribution du récepteur opioide delta

1.6.1 Distribution dans le cerveau

Le récepteur opioide delta est présent au niveau du cerveau, et ce, principalement au niveau
frontal. En effet, le cortex cérébral, le bulbe olfactif, I’amygdale et le striatum sont riches en
DOP (Degrandmaison et al., 2020; Pradhan et al., 2005; Mansour et al., 1988; Cahill et al.,
2001; Slowe et al., 1999; Sharif et al., 1989; Mansour et al., 1987; Tempel et Zukin, 1987;
Peng et al., 2012; Mansour et al., 1993). En utilisant une souris, DOR-eGFP et MOR-
mCherry, il a été observé que le DOP est présent au niveau de la substance grise
périaqueductale (PAG), le thalamus, le noyau ventro-médian (RVM), I’hypothalamus et le
noyau accumbens, des structures importantes dans les voies ascendantes et descendantes de
la douleur ou liées aux émotions (Erbs et al., 2015; Scherrer et al., 2006). En condition basale,
la coexpression entre le DOP et le MOP dans ce modgele était surtout limitée a I”hippocampe,
a I’hypothalamus, au noyau parabrachial latéral et au noyau vestibulaire. Il est aussi important
de mentionner que la distribution dans le cerveau de rongeur est trés similaire a celle présente

dans le cerveau de primate (Simonin et al., 1994; Mansour et al., 1988).

1.6.2 Distribution dans la moelle épiniére
Le DOP est principalement localisé au niveau des laminae I et II de la moelle épiniere, mais

aussi un peu dans les laminae V et X. Cela a pu entre autres étre observé grace a
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I¢électrophysiologie, des essais de GTPyS et de liaison (Cahill et al., 2001; Pradhan et al.,
2004; Cheng et al., 1995; Bardoni et al., 2014; Wang et al., 2018). En utilisant la souris DOR-
eGFP et des immunofluorescences, il a été observé que le DOP coexprime beaucoup avec le
marqueur des interneurones excitateurs PKCy et TLX3, localisé au niveau de la partie interne
de la lamina IT (Scherrer et al., 2009; Peirs et al., 2020; Wang et al., 2018). De fagon
intéressante, 85% des neurones DOP positifs coexprimaient aussi avec VGlut2, alors que trés
peu coexprimaient avec VGAT et PAX2, deux marqueurs des neurones inhibiteurs (Wang et
al., 2018; Peirs et al., 2020). Contrairement a la distribution du DOP dans le cerveau, celle
au niveau de la moelle épiniére varie entre les especes. Effectivement, chez les rongeurs, la
liaison de la deltorphine II radiomarquée a 1’iode 125 montre que le DOP est présent dans
toutes les laminae (Mennicken et al., 2003). Cette méme technique montre que chez le singe,
le DOP est principalement localisé au niveau des laminae I et 11, tout en marquant 1égerement
les autres laminae (Mennicken et al., 2003). Du c6té humain, le DOP semble encore plus
restreint au niveau des laminae superficielles, surtout la deuxiéme (Mennicken et al., 2003).
Pour ce qui est de ’ARNm du DOP, il est absent dans la moelle épinieére humaine alors qu’il
est bien présent chez les autres espeéces. Cela suggere que le récepteur est synthétisé au niveau
des afférences primaires, puis transporté aux laminae superficielles de la moelle épinicre.
Ainsi, dans la moelle épiniere chez I’humain, la majorité du DOP serait localisé¢ au niveau
des terminaisons des afférences primaires (Mennicken et al., 2003). Cette idée est aussi
renforcée par le fait que lorsqu’une rhizotomie est effectuée chez les rongeurs, la quantité de
DOP présente a la moelle épinicre est drastiquement réduite, ce qui démontre le transport
antérograde du DOP synthétisé des afférences primaires vers la moelle épiniere (Dado et al.,
1993; Abbadie et al., 2002). C’est environ le 2/3 du DOP qui est localisé au niveau
présynaptique (au niveau des afférences primaires), alors qu’il est aussi détecté au niveau
postsynaptique dans la corne dorsale de la moelle épinic¢re (Abbadie et al., 2002; Morinville
et al., 2003). Puisque I’ARNm du DOP est absent de la moelle épiniere humaine et que la
protéine est exprimée uniquement au niveau des laminae I et II, nous croyons que le DOP
aurait un effet analgésique grace a I’inhibition de la relache de neurotransmetteurs excitateurs

par les afférences primaires.
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1.6.3 Distribution dans les afférences primaires

1.6.3.1 Les ganglions de la racine dorsale
La distribution du DOP au niveau des DRG est, encore a ce jour, un sujet trés controversé.
En effet, deux grandes écoles de pensées existent quant a la distribution chez les rongeurs,

alors que les études chez les primates demeurent peu nombreuses.

Dans la premicre idéologie, le DOP est seulement exprimé dans les fibres de large diameétre
my¢linisées et dans les fibres de petit diameétre non peptidergiques. Contrairement au MOP,
il ne serait pas exprimé dans les fibres de petit diametre peptidergiques. Puisque selon cette
¢cole de pensées le DOP et le MOP sont distribués de facon différente, leur coexpression
n’est pas possible dans les neurones de DRG (Scherrer et al., 2009; Bardoni et al., 2014). Ces
observations reposent notamment sur des études réalisées avec un modele de souris DOR-
eGFP ou le DOP dans la souris était 1i¢ a une étiquette GFP. Cela leur a permis d’observer
que le DOR-eGFP avait un trés haut niveau de coexpression avec le neurofillament 200
(NF200, 61%) et le transient receptor potential vanilloid 2 (TRPV2, 65%) qui sont tous deux
des marqueurs des fibres myélinisées (Ao, AP et Ad) (Scherrer et al., 2009). Une étude de
séquencage d’ARN dans les neurones sensoriels de souris a obtenu des résultats tres
similaires dans lesquels le DOP était localis¢ uniquement dans des neurones LTMR
exprimant NF200 (Usokin et al., 2015; Zheng et al., 2019). Par contre, il est important de
mentionner que ces études de RNA-seq souffrent possiblement d’un probléme de détection
du DOP, puisque son ARNm est retrouvé dans trés peu de neurones comparativement a ce
qui est observé dans les études d’hybridation in situ et lors d’essai de liaisons. Les neurones
DOR-eGFP expriment aussi les marqueurs des LTMRs Ret et le récepteur kinase C de la
tropomyosine (TrkC) (Frangois et Scherrer, 2018). De plus, une bonne quantité des neurones
DOR-eGFP étaient localisés dans des fibres C non peptidergiques (39% coexprimaient B4
et une portion coexprime avec MrgprD) (Scherrer et al., 2009; Bardoni et al., 2014; Frangois
et Scherrer, 2018). Au contraire, il n’y avait pas de coexpression entre le DOR-eGFP et les
fibres C peptidergiques (Substance P (SP) et TRPV1) (Scherrer et al., 2009; Francois et
Scherrer, 2018). En combinant cette souris avec 'utilisation d’immunofluorescence contre
le MOP, les auteurs ont observé moins de 5% de coexpression entre les deux récepteurs

(Scherrer et al., 2009). En effectuant des tests comportementaux chez ces souris,
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I’administration de DAMGO (un agoniste du MOP) diminuait la douleur thermique de fagon
dose-dépendante sans avoir d’effet sur la douleur mécanique. A I’inverse, le SNC80 (agoniste
du DOP) permettait de diminuer les douleurs mécaniques, mais non celles d’origine
thermique. Cela a été confirmé par une autre étude ou lorsque le DOP est supprimé (KO)
chez la souris, les animaux ont un seuil de nociception mécanique augmenté, alors que
lorsque le MOP est supprimé, c’est plutdt la nociception thermique qui est affectée

(Martinez-Navarro et al., 2020).

Dans la seconde vision des choses, le DOP est présent dans tous les types de fibres
(myélinisées (Aa, AP et Ad), C non peptidergiques et C peptidergiques) et un certain niveau
de coexpression existe entre le DOP et le MOP (Rau et al., 2005; Ji et al., 1995; Wang et al.,
2010; Mennicken et al., 2003; Moy et al., 2020; Wang et Wessendorf, 2001; Quirion et al.,
2022). En effet, de nombreuses équipes ont pu le montrer a I’aide de différentes méthodes.
Premiérement, une équipe a montré a 1’aide de RT-PCR sur cellules uniques de DRG de
souris que le DOP ¢était présent dans tous les types de neurones (large diamétre et petit
diamétre) avec la plus petite proportion dans les neurones de petit diamétre n’exprimant pas
IB4, alors qu’une autre équipe n’a pas observé de différence dans la distribution de récepteurs
entre les neurones de petit et de large diametre (Wang et al., 2010; Wang et Wessendorf,
2001). En combinant I’hybridation in situ a I’'immunofluorescence, ils ont observé que le 1/3
des neurones DOP positifs coexprimaient la SP ou le CGRP, deux marqueurs des fibres C
peptidergiques (Wang et al., 2010; Zhang et al., 1998; Guan et al., 2005; Dado et al., 1993).
Cette coexpression a aussi été constatée par double hybridation in situ (Minami et al., 1995).
Par PCR, les neurones DOP-MOP positifs sont considérablement coexprimés avec la
préprotachykinine-A (PPT-A), un marqueur des fibres C peptidergiques (Wang et al., 2010).
Une étude combinant I’immunofluorescence et le patch-clamp a observé des résultats trés
similiaires, dans lesquels le DOP et le MOP étaient coexprimés dans les neurones
nocicepteurs de fibres C (Rau et al., 2005). Plus récemment, nous avons étudié la distribution
du DOP et du MOP dans les DRG de rat et de souris a 1’aide de I’hybridation in situ avec la
technologie RNAscope en combinant avec I’immunofluorescence. Nous avons observé que
le DOP, le MOP et la coexpression entre les deux récepteurs étaient présents dans tous les

types de neurones (NF200 positifs pour les neurones myélinisés, TAC1 positifs pour les
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fibres C peptidergiques et IB4/P2RX3 positifs pour les fibres C non peptidergiques). Chez le
rat, les neurones positifs pour I’ARNm du DOP étaient principalement NF200 positifs, alors
que les neurones MOP-positifs étaient également positifs pour IB4 et TACI et que les
neurones positifs pour la coexpression entre les deux récepteurs étaient aussi principalement
NF200 positifs (Quirion et al., 2022; Mennicken et al., 2003). Chez la souris, les neurones
DOP positifs étaient majoritairement P2RX3 positifs, alors que les MOP positifs étaient plus
TACI positifs et que les neurones coexprimant I’ARNm du DOP et du MOP étaient NF200
positifs en majorité (Quirion et al., 2022). Puisque les deux récepteurs sont présents dans tous
les types de neurones, ils pourraient inhiber tous les types de douleur. L’administration de
deltorphine II (agoniste DOP) ou de DAMGO diminue significativement la douleur chimique
causée par de la formaline ou de la capsaicine ce qui est partiellement renversé lors de
I’administration d’un antagoniste de ces récepteurs (Naltrindole et CTOP respectivement)
(Beaudry et al., 2011). Par électrophysiologie, I’administration de deltorphine II ou de
DAMGO a permis de diminuer I’action des CIDN en condition de douleur thermique et
mécanique (Normandin et al., 2013). De plus, I’administration de ces deux drogues dans ces
mémes conditions de douleur permet une diminution de I’internalisation du récepteur NK1
(internalisation induite par la libération de SP par les afférences primaires) (Normandin et
al., 2013). Pour terminer, lorsque le DOP est exprimé exclusivement au niveau des afférences
primaires grace a I’injection d’un virus AAV2/9-CBA-cre dans des souris KO, de 1’analgésie
est aussi présente lors de ’administration de deltorphine II dans un mod¢le d’inflammation
chronique (Degrandmaison et al., 2021). Les récepteurs DOP et MOP peuvent donc inhiber

tous les types de douleurs di a leur localisation dans tous les types d’afférences primaires.

Chez les especes supérieures, trés peu d’études ont été menées a ce jour. Une premicre étude
a fait la comparaison de la distribution du DOP dans les DRG de souris, de rat, de singe et
d’humain a I’aide de I’hybridation in situ. Comme énoncé précédemment, chez les rongeurs
le DOP était présent dans tous les types de neurones, mais principalement dans ceux de large
diamétre (Mennicken et al., 2003). Chez le singe, le marquage DOP était encore une fois
présent dans les neurones de tous les calibres, mais avec une préférence dans ceux de moyens
diametres, alors que chez I’humain le signal DOP était présent avec une méme intensité dans

tous les neurones (Mennicken et al., 2003). En regardant le pourcentage de neurones DOP
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positifs dans toutes ces espéces, les auteurs ont observé qu’une augmentation significative
du nombre de neurones DOP positifs était présente entre les DRG de rat vs singe et humain
(30,2% rat, 79,8% singe et 64,6% humain). Puisque le DOP est présent dans des neurones
nociceptifs (moyen et petit diamétre) en plus d’étre présent en plus grande quantité chez les
especes supérieures, les auteurs croient que le DOP a une spécialisation dans le traitement de
I’information nociceptive chez les primates (Mennicken et al., 2003). Une autre étude a
utilis¢ I’immunohistochimie pour marquer le DOP dans les DRG de singe (Zhang et al.,
1998). Les auteurs ont observé peu de marquage du DOP dans les DRG de singe. Par contre,
ceux qui I’étaient avaient un petit diamétre (Zhang et al., 1998). Plusieurs études ont observé
la présence de I’ARNm du DOP dans les DRG humain grace au RT-PCR ou au RNA-seq et
ce sans évaluer la distribution précise du récepteur dans les types de neurones des DRG (Xie
et al., 1999; Peng et al., 2012; Flegel et al., 2015). Plus récemment, il a été observé que des
récepteurs aux opioides fonctionnels étaient présents dans les DRG humains. En utilisant
I’imagerie calcique, ils ont observé que 48% et 45% des neurones de DRG humains
répondaient au SNC80 et au DADLE (deux agonistes DOP) (Moy et al., 2020). La majorité
de ces neurones DOP positifs répondaient aussi au DAMGO (agoniste MOP) et a la
capsaicine (lie le récepteur TRPV1 présent dans les fibres C peptidergiques, 54% des
neurones sont positifs pour TRPV1), ce qui indique qu’une bonne proportion des neurones
DOP coexpriment avec le MOP et sont présents dans les fibres C peptidergiques (Moy et al.,
2020). Au niveau de I’ARNm, seulement 4,5% des neurones étaient positifs pour le DOP,
alors que 96,5% I’étaient pour TRPV1, ce qui démontre que ['utilisation de techniques
différentes peut mener a des résultats trés variables (Moy et al., 2020). Par RNA-seq, le DOP
est retrouvé dans des groupes de neurones C-LTMRs, des récepteurs pruritogénes et
légérement dans les nocicepteurs AP (Tavares-Ferreira et al., 2022; Flegel et al., 2015). Pour
terminer, il a été montré que le DADLE permet de procurer de 1’analgésie lorsqu’administré
de facon intrathécale chez I’humain et ce, lorsque ceux-ci sont tolérants a la morphine et en
condition de douleur cancéreuse chronique (Krames et al., 1986; Moulin et al., 1985; Onofrio

et Yaksh, 1983).

31



32

1.6.3.2 Les ganglions trijumeaux

L’étude de la distribution du DOP au niveau des ganglions trijumeaux (TG) est beaucoup
moins poussée comparativement a celle des DRG. Par hybridation in situ, I’ ARNm du DOP
a pu étre observé dans les TG de rat et d’humain. Chez le rat, les neurones positifs étaient
principalement de large diamétre alors que chez I’humain, il n’y avait pas de préférence pour
un type cellulaire (Mennicken et al., 2003). En utilisant une souris DOR-eGFP combinée a
de I'immunofluorescence, 40% des neurones DOP positifs coexpriment avec CGRP, un
marqueur des fibres C peptidergiques alors que 3,7% des neurones totaux des TG
coexprimaient DOP et CGRP. DOR-eGFP était principalement localisé dans des neurones
de moyen a large diametre, my¢linisés, NF200 positifs (Moye et al., 2021). De plus, le DOP
coexprime beaucoup avec RAMPI (le récepteur au CGRP) dans les TG de souris (Moye et
al., 2021). Des résultats similiaires ont aussi été observés dans des TG de rat (Rice et al.,
2016; Ichikawa et al., 2005). Cette distribution dans les fibres nociceptives est appuyée par
les agonistes DOP qui sont efficaces dans le traitement de modele de douleur migraineuse
aigué et chronique (Bertels et al., 2022; Bertels et al., 2021; Moye et al., 2021; Dripps et al.,
2020).

1.7 But, hypotheses et objectifs de recherche

Le but de ma maitrise était d’étudier la distribution des récepteurs opioides delta et mu au
niveau des afférences primaires de différentes espéces animales pour permettre d’obtenir une
meilleure idée du potentiel analgésique des agonistes ciblant le DOP. Nous croyons que le
DOP posseéde un rdle au niveau des afférences primaires pour plusieurs raisons. En effet,
I’ARNm du DOP est absent de la moelle épiniére humaine alors que le récepteur y est présent
au niveau des laminae superficielles, ce qui suggere que son ARNm est plutot exprimé au
niveau des afférences primaires (Mennicken et al., 2003). Ensuite, nous avons récemment
montré au laboratoire que 1’expression du DOP uniquement au niveau des afférences
primaires a I’aide d’un virus AAV dans des souris n’exprimant pas le DOP permettait
d’induire de I’analgésie lors d’inflammation chronique (Degrandmaison et al., 2020). Un
autre groupe a montré que lorsque le DOP est retiré des afférences primaires, il n’y a pas
d’analgésie produite par I’injection intrapéritonéale de SNC80 (un agoniste DOP) lors de

douleur mécanique dans des modeles de douleurs chroniques inflammatoire chronique et de
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douleur neuropathique (Gaveriaux-Ruff et al., 2011). Le laboratoire a aussi montré par
hybridation in situ avec la technologie RNAscope que I’ARNm du DOP est présent dans tous
les types de neurones des afférences primaires, dont les nocicepteurs chez le rat et chez la
souris (Quirion et al., 2022). Pour terminer, I’ARNm du DOP a aussi été¢ détecté par RNA-
seq dans les nocicepteurs présents dans les afférences primaires de primates et le DOP
fonctionnel est présent dans les DRG humains (Tavares-Ferreira et al., 2022; Moy et al.,
2020). Toutes ces informations semblent indiquer que le DOP détient un rdle dans I’analgésie
procurée par les agonistes DOP grace a son expression dans les afférences primaires. Cela
mene donc a mon projet de maitrise qui visait a analyser la distribution du DOP et du MOP
dans les différents types de neurones des afférences primaires pour mieux comprendre le

potentiel analgésique des agonistes DOP.

Deux grands objectifs composaient mon projet de recherche : le premier était d’étudier la
distribution des récepteurs DOP et MOP au niveau des ganglions de la racine dorsale chez le
singe et chez ’humain. Cela permettrait ensuite la comparaison avec les résultats obtenus
récemment chez les rongeurs au laboratoire (Quirion et al., 2022). Le deuxiéme but était
d’étudier la distribution des deux récepteurs dans les ganglions trijumeaux de rat et de souris
pour, ensuite, identifier les différences présentes entre la distribution dans les différents types
d’afférences primaires (entre les DRG et les TG). Dans ces deux cas, nous voulions aussi
¢tudier la distribution de la coexpression entre les deux récepteurs pour voir si une
hétérodimérisation au niveau des neurones des afférences primaires était possible. Ces deux
objectifs ont pour but d’identifier le role des récepteurs dans le controle de la douleur et de
mieux comprendre les différences interespéces/tissus observées quant a la réponse
analgésique aux différents agonistes ciblant ces récepteurs. Pour ce faire, nous utiliserons
une nouvelle technique grandement spécifique d’hybridation in situ, le RNAscope, pour
marquer ’ARNm des récepteurs. Nous émettons comme hypothése que les deux récepteurs
seront localisés au niveau des neurones nociceptifs dans les DRG et le TG ce qui permet de
moduler de 1’analgésie. Nous croyons aussi que de la coexpression entre le DOP et le MOP

se produira dans ces mémes neurones.
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MATERIEL ET METHODES

2.1 Animaux

2.1.1 Singes

Toutes les expériences ont été faites sur des tissus de singes Cynomolgus males agés entre 4
et 5 ans. Les tissus (DRG) ont été obtenus du Laboratoire Charles River (Sherbrooke,
Québec, Canada). Nous ne savons pas quels types d’expériences ont été effectués sur ces

animaux avant leur déces.

2.1.2 Humains

Les tissus humains ont été obtenus a partir de la banque de 1’Université McGill. Les tissus
ont ét¢ prélevés de quatre donneurs qui sont décrits dans le tableau 1. Les travaux ont été
approuvés par le comité d’éthique de la recherche du CIUSSS de I’Estrie-CHUS (projet
#2022-3999 — DRG et récepteurs opioides).

Tableau 2 : Informations sur les donneurs humains

Sexe Age Cause du déces
Homme 41 ans Hémorragie cérébrale
Femme 78 ans Hémorragie subarachnoide
Homme 63 ans Inconnu
Inconnu Inconnu Inconnu

2.1.3 Rats

Toutes les expériences ont été effectuées sur des rats males adultes Sprague-Dawley (poids
entre 200-220g) obtenus des laboratoires Charles River (Québec, Canada). Les animaux
¢taient maintenus dans une salle ayant un cycle lumiére-noirceur 12h/12h ou ils avaient
constamment acces a de la nourriture. Toutes les expérimentations effectuées sur les animaux

ont été¢ préalablement approuvées par le comité d’éthique de I’Université de Sherbrooke
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(protocole 2018-2046) et respectent les politiques et les lignes directrices du conseil canadien

de protection des animaux (CCPA).

2.1.4 Souris

Toutes les expériences ont été effectuées sur des souris males et femelles adultes C57Bl6
(poids entre 20g et 30g) obtenus des laboratoires Charles River (Québec, Canada). Les
animaux ¢taient maintenus dans une salle ayant un cycle lumiére-noirceur 12h/12h ou ils
avaient constamment acces a de la nourriture. Toutes les expérimentations effectuées sur les
animaux ont été préalablement approuvées par le comité d’éthique de 1’Université de
Sherbrooke (protocole 2018-2046) et respectent les politiques et les lignes directrices du

conseil canadien de protection des animaux (CCPA).

2.2 Collecte de tissus

2.2.1 Singes

Suite au déces, les DRG lombaires (L3 a L5) étaient prélevés puis gelés immédiatement sur
glace seéche. Les tissus étaient ensuite recouverts avec le Tissue-Trek Optimal cutting
temperature compound (OCT) puis rangés a -80 °C jusqu’a leur coupe. Le transport des DRG
prédisséqués du Laboratoire Charles River jusqu’au notre s’est effectué sur glace séche. Des
coupes de 15 um étaient faites au cryostat (Leica CM 1860, Leica Biosystems Inc., Concord,
ON, CAN), puis montées sur des lames SuperFrost plus. Les sections de tissus sur chaque
lame étaient coupées avec environ 105 um d’écart pour éviter de compter une méme cellule
a plus d’une reprise. Une fois les coupes terminées, les lames étaient rangées a -80°C jusqu’a

ce que I’essai de RNAscope soit effectué.

2.2.2 Humains

Le prélevement des DRG humains (L4-L5) était effectué entre 60 et 120 minutes apres le
serrage transversal de 1’aorte des patients. Suite a la récolte, les tissus étaient gelés
immédiatement sur glace séche, puis recouverts avec de I’OCT puis rangés a -80 °C jusqu’a

leur coupe. Le transport des DRG prédisséqués de I’Université McGill jusqu’au laboratoire

35



36

s’est effectué sur glace séche. Des coupes de 15 a 20 um étaient faites au cryostat, puis
montées sur des lames SuperFrost plus. Les sections de tissus sur chaque lame étaient
coupées avec environ 105-140 um d’écart pour éviter de compter une méme cellule a plus
d’une reprise. Une fois les coupes terminées, les lames étaient rangées a -80°C jusqu’a ce

que I’essai de RNAscope soit effectué.

2.2.3 Rongeurs

Les animaux (rats et souris) étaient anesthésiés avec de 1’isoflurane puis euthanasiés par
décapitation. Les deux ganglions trijumeaux des animaux étaient récoltés (suite a la
décapitation, le cerveau est retiré du crane ce qui expose les deux ganglions trijumeaux et
permet de les disséquer) puis gelés immédiatement sur glace seéche. Ils étaient ensuite
couverts avec de I’OCT et rangés a -80°C jusqu’a leur coupe. Des coupes de 15 pm étaient
faites au cryostat puis montées sur des lames SuperFrost plus. Les sections de tissus sur
chaque lame étaient coupées avec environ 105 um d’écart pour éviter de compter une méme
cellule a plus d’une reprise. Une fois les coupes terminées, les lames étaient rangées a -80°C

jusqu’a ce que I’essai de RNAscope soit effectué.

2.3 Hybridation in situ : RNAscope™

L’hybridation in situ a 1’aide de la technologie RNAscope a été utilisée pour marquer
I’ARNm des récepteurs delta et mu opioide, les fibres de petit diamétre peptidergiques
(TAC1) et non peptidergiques (P2RX3), les nocicepteurs (SNC10A), les propriocepteurs
(PVALB) et les mécanorécepteurs (NTRK3). Le tableau 2, contient toutes les sondes utilisées
pour procéder a 1’hybridation in situ. Pour toutes les especes, la version 1 du RNAscope a
¢té¢ utilisée en suivant les grandes lignes des instructions données par Advance Cell

Diagnostics (ACDbio).
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Tableau 3 : Sondes de RNAscope utilisées

37

Sondes Souris Rat Singe Humain
DOP Mm-Oprdl Rn-Oprd1 Mmu-Oprd1 Hs-Oprdl
(#427371) (#457011) (#549281) (#536061)
Rn-Oprd1- C3
(#45011-C3)
MOP Mm-Oprm1-C2 | Rn-Oprml1-C2 | Mmu-Oprm1-C2 Hs-Oprm1-C2
(#315841-C2) (#410691-C2) (#518941-C2) (#410681-C2)
TAC1 Mm-Tacl-C3 Rn-Tacl-C3 Mmu-TAC1-C3 Hs-TACI1-C3
(#410351-C3) (#450661-C3) (#837891-C3) (#310711-C3)
P2RX3 Mm-P2rx3-C3 Hs-P2RX3-C3/C2 | Hs-P2RX3-C3
(#521611-C3) (#406301-C3/C2) | (#406301-C3)
NTRK3 Hs-NTRK3-C3
(#406341-C3)
SCN10A Hs-SCN10A-C3
(#406291-C3)
PVALB Hs-PVALB-C3
(#422181-C3)

2.3.1 Introduction sur la technique RNAscope

Le RNAscope est une nouvelle technologie permettant de faire de I’hybridation in sifu. La
technique est composée de trois étapes majeures : la perméabilisation, 1’hybridation et
I’amplification. Lors de la perméabilisation, les tissus sont post-fixés dans le
paraformaldéhyde, puis déshydratés dans différents bains d’éthanol a concentration
croissante. Par la suite, une protéase est ajoutée sur les tissus pour permettre son ouverture et
éventuellement 1’entrée de la sonde a ARNm. Suite a cette étape, 1’hybridation commence.
Une sonde en forme de double Z pour un ARNm précis est ajoutée au tissu qui ira s”hybrider
a ’ARNm en question (base de 18 a 25 bases qui est complémentaire a I’ARN cibl¢)
(ACDBAIo, s.d.). Par la suite, différentes solutions d’amplification sont ajoutées au tissu pour

permettre au signal de la sonde d’étre amplifiée d’amplification en amplification. La premicre
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amplification, la préamplification, s’hybride a la séquence de 28 bases formée par la sonde
en forme de double Z (ACDBio, s.d.). La derni¢re solution d’amplification est couplée a un
fluorophore ce qui permet de visualiser le signal en microscopie épifluorecence, d’imager et
ensuite de performer notre quantification sur les résultats obtenus. Ce qui distingue le
RNAscope de I’hybridation in situ conventionnelle est sa sensibilité et sa spécificité. En effet,
la liaison de seulement trois sondes en forme de double Z est nécessaire pour permettre
I’amplification du signal et sa détection ce qui démontre la sensibilit¢ de la technique
(ACDBIo, s.d.). Puisqu’il est peu probable qu’autant de sondes se lient de facon non
spécifique 'une a co6té de 1’autre pour que I’amplification du signal soit possible, la

spécificité du signal est obtenue (ACDBio, s.d.).

2.3.2 Tissus de singes

Pour commencer, les sections de tissus étaient post-fixées dans une solution de
paraformaldéhyde 4% (PFA) diluée dans une solution de Tampon phosphate (PB) 0,1M pH
7,4. Ensuite, deux lavages dans du PBSi (Tampon phosphate saline immuno) étaient faits
avant de déshydrater les coupes dans différents bains d’éthanol. En effet, les bains d’une
durée de 5 minutes, étaient faits dans 1’éthanol 50%, 70% puis deux fois 100%. Une ligne
hydrophobe a ensuite été tracée autour des sections de tissus avec le crayon Immedge
hydrophobic barrier pen (Vector Laboatories, #H-4000, Burlingame, CA, USA). Une fois la
ligne séche, les tissus étaient incubés pendant 30 minutes avec la protéase IV, puis lavés a
deux reprises dans le PBSi. Un traitement au TrueBlack 2X (Biotium, #23007, Fremont, CA,
USA) pendant une minute était ensuite fait, pour éliminer le signal d’autofluorescence causé
par la lipofuscine présente dans les tissus, pour ensuite laver les lames deux fois dans le PBSi.
Les sondes DOP, MOP, TACI, P2RX3 ainsi que la solution de dilution des sondes étaient
chauffées a 40°C pendant 10 minutes, puis refroidies a température picce avant d’étre
utilisées (Une dilution 50 :1 :1 était utilisée pour préparer les sondes C1, C2 et C3 : 48ul de
sonde C1 avec lul de C2 et 1ul de C3, pour un total de 50ul). Les sondes étaient incubées sur
les coupes de tissus pour procéder a I’hybridation pendant deux heures dans le four Hybez a
40°C. Les lames étaient ensuite lavées deux fois dans le RNAscope wash buffer 1X pendant
2 minutes a température picce, puis retournées 30 minutes dans le four avec I’amplification

1. Les lavages et amplifications étaient répétés en utilisant I’amplification 2 (15 minutes),
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I’amplification 3 (30 minutes) et I’amplification 4. L’amplification 4C était utilisée pour
toutes les expériences chez le singe (C1 = Atto 550, C2 = Atto 647 et C3 = Alexa 488). Les
lames ont ensuite été utilisées pour faire un marquage par immunofluorescence ou ont été
montées avec le Prolong Diamond Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen, #P36971,
Burlington, ON, CAN) (lorsque les sondes TAC1 et P2RX3 ¢étaient utilisées). Les sondes, la
protéase IV (#322336), les solutions d’amplification (#320851), le RNAscope wash buffer
(#310091) et le four Hybez ont été¢ achetés chez ACDbio (Newark, CA, USA).

2.3.3 Tissus humains

Pour commencer, les sections de tissus étaient post-fixées dans une solution de
paraformaldéhyde 4% (PFA) diluée dans une solution de Tampon phosphate (PB) 0,1M pH
7,4. Ensuite, deux lavages dans du PBSi (Tampon phosphate saline immuno) étaient faits
avant de déshydrater les coupes dans différents bains d’éthanol. En effet, les bains d’une
durée de 5 minutes, étaient faits dans 1’éthanol 50%, 70% puis deux fois 100%. Une ligne
hydrophobe a ensuite été tracée autour des sections de tissus avec le crayon Immedge
hydrophobic barrier pen. Une fois la ligne séche, les tissus étaient incubés pendant 15 minutes
avec la protéase IV, puis lavés a deux reprises dans le PBSi. Un traitement au TrueBlack 2X
pendant une minute était ensuite fait, pour éliminer le signal d’autofluorescence causé par la
lipofuscine présente dans les tissus, pour ensuite laver les lames deux fois dans le PBSi. Les
sondes DOP, MOP, TAC1, P2RX3, NTRK3, SNC10A et PVALB étaient chauffées a 40°C
pendant 10 minutes, puis refroidies a température picce avant d’étre utilisées (Une dilution
50 :1 :1 était utilisée pour préparer les sondes C1, C2 et C3). Les sondes étaient mises sur les
coupes de tissus pour procéder a I’hybridation pendant deux heures dans le four Hybez a
40°C. Les lames étaient ensuite lavées deux fois dans le RNAscope wash buffer 1X pendant
2 minutes a température picce, puis retournées 30 minutes dans le four avec I’amplification
1. Les lavages et amplifications étaient répétés en utilisant I’amplification 2 (15 minutes),
I’amplification 3 (30 minutes) et I’amplification 4. L’amplification 4C était utilisée pour
toutes les expériences chez I’humain. Les lames ont ensuite été utilisées pour faire un
marquage par immunofluorescence ou ont ét¢ montées avec le Prolong Diamond Antifade

Mountant with DAPI.

39



40

2.3.4 Tissus de rats

Pour commencer, les sections de tissus étaient post-fixées dans une solution de
paraformaldéhyde 4% (PFA) diluée dans une solution de Tampon phosphate (PB) 0,1M pH
7,4. Ensuite, deux lavages dans du PBSi étaient faits avant de déshydrater les coupes dans
différents bains d’éthanol. En effet, les bains d’une durée de 5 minutes, étaient faits dans
1’éthanol 50%, 70% puis deux fois 100%. Une ligne hydrophobe a ensuite été tracée autour
des sections de tissus avec le crayon Immedge hydrophobic barrier pen. Une fois la ligne
séche, les tissus étaient incubés pendant 30 minutes avec la protéase IV, puis lavés a deux
reprises dans le PBSi. Les sondes DOP, MOP, TACI1 ainsi que la solution de dilution des
sondes étaient chauffées a 40°C pendant 10 minutes, puis refroidies a température piece avant
d’étre utilisées (Une dilution 50 :1 :1 était utilisée pour préparer les sondes C1, C2 et C3).
Les sondes étaient mises sur les coupes de tissus pour procéder a I’hybridation pendant deux
heures dans le four Hybez & 40°C contenant un papier humidificateur. Les lames étaient
ensuite lavées deux fois dans le RNAscope wash buffer 1X pendant 2 minutes a température
picce, puis retournées 30 minutes dans le four avec 1’amplification 1. Les lavages et
amplifications étaient répétés en utilisant I’amplification 2 (15 minutes), ’amplification 3
(30 minutes) et ’amplification 4. L’amplification 4C était utilisé lorsque la sonde TACI était
mise sur la lame (C1 = Atto 550, C2 = Atto 647 et C3 = Alexa 488), alors que I’amplification
4A 1’était lorsque le RNAscope était combiné avec une immunofluorescence (C1 = Alexa
488, C2 = Atto 550 et C3 = Atto 647). Les lames ont ensuite été utilisées pour faire un
marquage par immunofluorescence ou ont ét¢ montées avec le Prolong Diamond Antifade

Mountant with DAPI (lorsque la sonde TACI était utilisée).

2.3.5 Tissus de souris

Pour commencer, les sections de tissus étaient post-fixées dans une solution de
paraformaldéhyde 4% (PFA) diluée dans une solution de Tampon phosphate (PB) 0,1M pH
7,4. Ensuite, deux lavages dans du PBSi étaient faits avant de déshydrater les coupes dans
différents bains d’éthanol. En effet, les bains d’une durée de 5 minutes, étaient faits dans
1’éthanol 50%, 70% puis deux fois 100%. Une ligne hydrophobe a ensuite été tracée autour
des sections de tissus avec le crayon Immedge hydrophobic barrier pen. Une fois la ligne

séche, les tissus étaient incubés pendant 30 minutes avec la protéase IV, puis lavés a deux
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reprises dans le PBSi. Un traitement au TrueBlack 0,5X pendant 30 secondes était ensuite
fait, pour éliminer le signal d’autofluorescence causé par la lipofuscine présente dans les
tissus, pour ensuite laver les lames deux fois dans le PBSi. Les sondes DOP, MOP, TACI et
P2RX3 étaient chauffées a 40°C pendant 10 minutes, puis refroidies a température picce
avant d’étre utilisées (Une dilution 50 :1 :1 était utilisée pour préparer les sondes C1, C2 et
C3). Les sondes étaient mises sur les coupes de tissus pour procéder a I’hybridation pendant
deux heures dans le four Hybez a 40°C. Les lames étaient ensuite lavées deux fois dans le
RNAscope wash buffer 1X pendant 2 minutes a température piece, puis retournées 30
minutes dans le four avec ’amplification 1. Les lavages et amplifications étaient répétés en
utilisant 1’amplification 2 (15 minutes), ’amplification 3 (30 minutes) et I’amplification 4.
L’amplification 4C était utilisée pour toutes les expériences chez la souris (C1 = Atto 550,
C2 = Atto 647 et C3 = Alexa 488). Les lames ont ensuite été utilisées pour faire un marquage
par immunofluorescence ou ont été montées avec le Prolong Diamond Antifade Mountant

with DAPI (lorsque les sondes TACI1 et P2RX3 étaient utilisées).

2.4 Immunofluorescence

Suite au RNAscope, les lames étaient lavées deux fois deux minutes dans le TBST (TBS; 50
mM Tris et 15 mM NaCl pH 7,6 contenant 0,05% de Tween-20). Un blocage était ensuite
effectué¢ dans du TBS supplémenté avec 1% BSA (Bovine Serum Albumin) et 10% NGS
(Normal Goat Serum) durant toute une nuit a 4°C pour bloquer les sites non spécifiques. Le
lendemain, les tissus étaient incubés pendant 2 heures avec I’anticorps primaire souris anti-
NF200 (Sigma Life science, #N0142-2ML, Saint-Louis, MO, USA) 1 : 5 000 ou ’isolectine
B4 (IB4) (Sigma-Aldrich, #1-2140, St-Louis, MO, USA) 1 :1000 dilué¢ dans du TBS-1% BSA
a température piece. Trois lavages de cinq minutes étaient ensuite faits avec du TBST avant
I’incubation de 30 minutes a température picce de 1’anticorps secondaire Alexa Fluor 488
goat anti-mouse (Invitrogen, #A11001, Walthman, MA, USA) 1 :500 ou la streptavidine
Alexa Fluor 488 (Invitrogen, #S11223) 1 :500 dilu¢ dans le TBS-1% BSA. Encore une fois,
trois lavages de cinq minutes étaient faits dans le TBST avant de monter les lames avec le
Prolong Diamond Antifade Mountant with DAPI. Une fois seéches, les lames étaient
visualisées avec les microscopes a épifluorescence Leica DM4000 (Leica Biosystems Inc.,

Concord, ON, CAN) et Zeiss Axiolmager M2 Apotome (Zeiss, 1éna, Allemagne) pour
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quantification ou avec les microscopes Leica TCS SP8 STED et Olympus FV1000 (Olympus

Corporation, Shinjuku, Tokyo, Japon) pour avoir des images de plus grande qualité.

2.5 Quantification

2.5.1 Singes et rongeurs

La distribution de I’ARNm du DOP et du MOP dans les différents types de neurones des
afférences primaires a été¢ déterminée a I’aide de quatre sujets différents (N) pour chacune
des especes étudiées. Pour chaque N, cinq différentes coupes de tissus ont été analysées et
quantifiées. En effet, celles-ci ont été prises entierement en photo, donc aucune cellule n’a
été prise en photo a deux reprises (15-60 photos par DRG/TG). Pour chacune des images, le
nombre de cellules DOP positives, MOP positives, DOP et fibres spécifiques (NF200,
P2RX3/IB4 et TAC1) positives, MOP et fibres spécifiques positives (NF200, P2RX3/IB4 et
TACI), DOP et MOP positives et DOP, MOP et fibres positives (NF200, P2RX3/IB4 et
TACI) a été déterminé. Pour étre considérée positive pour un ARNm spécifique, une cellule
devait contenir au moins cinq points fluorescents (chaque point représente une copie de
I’ARNm). Chacune des photos a été montée a 1’aide d’ Adobe Photoshop (version 22.4.2) et
la quantification a été faite manuellement a 1’aide du logiciel ImageJ (National Institute of

Health, Bethesda, MD, USA).

2.5.2 Humains

La distribution de ’ARNm du DOP et du MOP dans les différents types de neurones des
afférences primaires a été déterminée a 1’aide de quatre sujets différents (N) pour chacune
des especes ¢tudiées. Pour chaque N, quatre différentes coupes de tissus ont été analysées
dans lesquels 5 images ont été acquises pour effectuer la quantification (25 photos par DRG).
Pour chacune des images, le nombre de cellules DOP positives, MOP positives, DOP et fibres
spécifiques (NF200, P2RX3 et TAC1) positives, MOP et fibres spécifiques positives (NF200,
P2RX3 et TAC1), DOP et MOP positives et DOP, MOP et fibres positives (NF200, P2RX3
et TAC1) a été déterminé. Pour étre considérée positive pour un ARNm spécifique, une
cellule devait contenir au moins cing points fluorescents (chaque point représente une copie

de ’ARNm). Chacune des photos a été¢ montée a I’aide d’ Adobe Photoshop (version 22.4.2)
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et la quantification a été faite manuellement a I’aide du logiciel ImageJ (National Institute of

Health, Bethesda, MD, USA).

2.5 Analyses statistiques

Les graphiques ainsi que les analyses statistiques ont été faits a I’aide de GraphPad Prism
version 9.4.1(GraphPad Software. Inc. San Diego, CA, USA). L’analyse statistique utilisée
pour les différents marqueurs d’une méme espece et pour les différences interespéces est une
Anova unidirectionnelle Brown-Forsythe suivie d’une comparaison multiple de Dunnett.
Pour les analyses de différences dans la distribution entre les DRG et le TG, le test t de Welch
ou le test t nonpairé étaient utilisés. Un p < 0,05 était considéré comme une différence
significative. Tous les graphiques sont présentés avec la moyenne * SD. Les graphiques en
pointe de tarte ont été générés en effectuant la moyenne des résultats des différents N (N=3
chez le singe et N=4 chez la souris). Le nombre total de neurones comptés entre les différents

N est indiqué sur les graphiques en question.
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RESULTATS

3.1 Ganglions de la racine dorsale
3.1.1 DRG de singes

3.1.1.1 Présence d’autofluorescence dans les DRG de singes

Nous avons précédemment observé au laboratoire que les DRG de souris contenaient de
I’autofluorescence causée par la lipofuscine, un mélange d’accumulation de lipides, de
protéines mal repliées, de sucres et de mélanine qui autofluoresce et augmente avec 1’age
des sujets (Haberberger et al., 2019). Nous nous sommes donc demandés si ¢’était aussi le
cas dans les DRG de singes. Avant de procéder aux manipulations de RNAscope et
d’immunofluorescence, une lame de DRG de singes sans traitement avec DAPI a été placée
au microscope. Le résultat obtenu peut étre observé dans la figure 2A, ou 1’on peut bien
voir la présence d’autofluorescence dans toutes les longueurs d’onde (488 nm, 550 nm et
647 nm). On peut aussi observer que ce marquage d’autofluorescence dans toutes les
couleurs se superpose parfaitement ce qui suggere la présence de lipofuscine dans les DRG
de singes. Pour éliminer ce marquage, nous nous sommes tournés vers l’utilisation du
TrueBlack que nous avons utilisé sur des DRG de souris dans une publication récente du
laboratoire portant sur la distribution du DOP et du MOP dans les DRG de rongeurs
(Quirion et al., 2022). Suite a plusieurs essais, nous avons choisi d’utiliser le TrueBlack a
une concentration de 2X pendant une minute ce qui enléve enticrement 1’autofluorescence
présente dans les tissus (Figure 2B). Evidemment, ce traitement n’affecte pas la qualité du

marquage par RNAscope et par immunofluorescence.
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A) Visualisation d’autofluorescence dans un DRG de singe sans marquage causée par la lipofuscine
vue dans 3 différentes longueurs d’onde (488 nm en vert, 550 nm en rouge et 647 nm en turquoise)
ainsi que la fusion des 3 images avec 1’ajout de DAPI vu en bleu. B) Visualisation de la fusion des
images dans les 3 longueurs d’onde avec ajout de DAPI (488 nm, 550 nm et 647 nm) dans un DRG
de singe sans marquage qui a regu un traitement au TrueBlack 2X pendant une minute.
Grossissement 20X.

3.1.1.2 Distribution de I’ARNm du DOP et du MOP dans les DRG de singes

La technique de RNAscope a été utilisée durant ma maitrise pour étudier la distribution des
récepteurs opioides delta et mu dans des ganglions de la racine dorsale chez le singe. Pour
ce faire, des sondes spécifiques a I’ARNm des récepteurs DOP et MOP ont été utilisées
(vues en rouge et en turquoise respectivement sur les panneaux centraux de la Figure 4A,
B et C). Pour déterminer dans quels types de neurones étaient présents les récepteurs, trois
marqueurs ont été utilisés (vu en vert sur les panneaux de gauche de la Figure 4A, B et C).
Ces marqueurs sont connus pour é&tre spécifiques a trois types de neurones chez les
rongeurs (ils ont notamment été utilisés précédemment au laboratoire pour identifier ces
mémes neurones dans les DRG de souris et de rat). Les marqueurs TACI et P2RX3 ont été
utilisés par RNAscope. En effet, ’essai nous permet de détecter jusqu’a trois sondes a la
fois. Nous avons donc pu combiner les sondes DOP, MOP et TACI1 ainsi que DOP, MOP
et P2RX3. Le marqueur NF200 a plutot été utilisé par immunofluorescence. La
coexpression entre ces marqueurs neuronaux et les deux récepteurs étudiés peut étre
observée dans les panneaux a droite de la Figure 3A, B et C. Avant de procéder a ces essais,

les sondes contrdles positives et négatives ont préalablement été testées sur les DRG de
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singes. Comme souhaité, du marquage était présent dans tous les canaux avec la sonde
positive (Figure 3A), alors qu’aucun marquage n’a été observé dans tous les canaux avec

la sonde négative (Figure 3B).

Figure 3 : Marquage des sondes contréoles de RNAscope dans des DRG de singes

A) Visualisation du marquage de la sonde controle positive dans les longueurs d’onde 488 nm
(vert), 550 nm (rouge) et 647 nm (turquoise) dans un DRG de singe. B) Visualisation de 1’absence
de marquage avec la sonde contrdle négatif avec une fusion du résultat des longueurs d’onde 488
nm, 550 nm, 647 nm et du DAPI dans un DRG de singe. Grossissement 20X.

Dans cette étude, nous avons montré que I’ARNm du DOP est présent dans tous les types
de neurones. En effet, 45.0% £ 5,3% des neurones positifs pour le DOP étaient aussi
positifs pour ’ARNm de P2RX3, un marqueur des neurones de petit diamétre non
peptidergiques (Figure 4D). 27,5% + 2,6% des neurones DOP-positifs étaient aussi positifs
pour ’ARNm de TACI1, un marqueur des neurones de petit diameétre peptidergiques, alors
que 22,6% + 6,9% des neurones DOP-positifs le sont aussi pour NF200, un marqueur des
neurones my¢linisés (Figure 4D). Nous avons seulement observé que 9,2 + 1,3% des

neurones positifs pour le DOP coexprimaient aussi I’ARNm du MOP (Figure 4D). La
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distribution du DOP entre les marqueurs P2RX3 et TAC1 (p =0,0176), entre les marqueurs
P2RX3 et NF200 (p = 0,0108), entre le marqueur P2RX3 et les neurones coexprimant le
MOP (p = 0,0036) et entre le marqueur TACI et les neurones coexprimant le MOP (p =
0,0010) était significativement différente.

Comme pour la distribution de I’ARNm du DOP, celle du MOP a aussi été étudiée et est
présente dans tous les types de neurones (Figure 4E). Nous avons observé que 66,7% *
10,2% des neurones positifs pour ’ARNm du MOP ¢taient aussi positifs pour TAC1
(Figure 4E). De facon intéressante, le MOP était présent en proportion presque égal dans
les neurones myélinisés et ceux de petit diametre non peptidergiques. Effectivement,
45,7% £ 10,0% des neurones MOP-positifs étaient aussi positifs pour NF200, alors que
42,9% % 6,0% coexprimaient P2RX3 (Figure 4E). De fagon intéressante, 27,5% * 2,7%
des neurones MOP-positifs étaient aussi DOP-positifs (Figure 4E). La distribution du MOP
entre les marqueurs P2RX3 et TACI (p =0,0456), entre le marqueur P2RX3 et les neurones
coexprimant le DOP (p = 0,0394) et entre le marqueur TACI et les neurones coexprimant

le DOP (p = 0,0190) était significativement différente.

Finalement, nous nous sommes aussi intéressés aux types de neurones qui coexprimaient
I’ARNm des deux récepteurs. En effet, I’hétéromere formé par ces deux récepteurs pourrait
aussi étre une cible intéressante dans le traitement de la douleur en plus de produire des
effets antinociceptifs chez les macaques rhésus (Gendron et al., 2015; Gupta et al., 2010;
Fujita, 2020; Constantino et al., 2012; Fujita et al., 2014; Yekkirala et al., 2012). Nous
avons observé que 65,0% £ 5,6% des neurones contenant I’ARNm du DOP et du MOP
¢taient NF200 positifs (Figure 4F). La proportion des neurones coexprimant les deux
récepteurs ainsi que le marqueur des neurones de petit diameétre peptidergiques, TACI était
plus bas, soit a 39,1% + 15,3% (Figure 4F). Pour terminer, 50,0% % 11,0% des neurones
DOP-MOP positifs étaient des neurones de petit diamétre non peptidergiques, P2RX3
positifs (Figure 4F). Aucune différence significative n’a été observée dans la distribution
des deux récepteurs entre les différents marqueurs neuronaux utilisés dans les DRG de

singes.

47



48

Overlay

~ 100+ ~ 100+ * 3
D 2 E < L F 2 100
2 80 2 go- 3
S x = 8 bl = 80
2 60 * 2 60 ®
S ] .
‘® 72} L] L4 @ 60 20 o®
(7] 0 Q.
o 40 co *ok @ 40 o %
3 5 * a 4 .
5 ® H [ 0 o) >
o 20 .® o 20 = 20-
(o] (] o
a ™ = g
0 ' I ' I 0 I T I T o O T T T
S O N R S H N R o N
> & o O S & OO S
&S R = @

Figure 4 : Distribution de ’ARNm du DOP et du MOP dans les DRG de singes

A) Visualisation du marqueur NF200 (vert), de ’ARNm du DOP (rouge) et du MOP (turquoise)
par hybridation in situ et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs dans des
neurones my¢linisés). B) Visualisation de I’ARNm du marqueur P2RX3 (vert), C) TAC1 (vert), du
DOP (rouge) et du MOP (turquoise) et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs
dans des neurones de petit diametre non peptidergiques (B) et peptidergiques (C)). D) Pourcentage
de la distribution de ’ARNm du DOP dans les différents types de neurones des DRG de singes et
coexpression avec I’ARNm du MOP. E) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP dans
les différents types de neurones des DRG de singes et coexpression avec ’ARNm du DOP. F)
Pourcentage de la distribution de I’ARNm du DOP et du MOP dans les différents types de neurones
des DRG de singes. Anova unidirectionnelle Brown-Forsythe suivie d’une comparaison multiple
de Dunnett’s. * p < 0,05 ; ** p < 0,01. Les résultats montrent la moyenne + SD.
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3.1.1.3 Coexpression entre les différents marqueurs neuronaux utilisés chez le singe

Aprées avoir obtenu les résultats quant a la distribution de ’ARNm du DOP et du MOP
dans les différents types de neurones de DRG de singes, nous nous sommes demand¢s si
ces marqueurs €taient spécifiques a un type neuronal précis. En effet, chez les rongeurs,
ces marqueurs sont fréquemment utilisés pour marquer les mémes neurones que dans notre
¢tude (NF200 pour les fibres my¢élinisées, P2RX3 pour les fibres C non peptidergiques et
TACI1 pour les fibres C peptidergiques) (Shiers et al., 2021; Shiers et al., 2020). Comme
mentionné plus tot, ce genre d’association est beaucoup plus complexe chez 1’humain ou
un marqueur peut étre présent dans plusieurs types de neurones et ou un groupe de
marqueurs représente mieux un type neuronal (Shiers et al., 2020; Tavares-Ferreira et al.,
2022; Nguyen et al., 2021). Comme exemple, nous pouvons notamment regarder NF200
qui est présent dans environ 98% des neurones de DRG humains au lieu de seulement ceux
my¢linisés chez les rongeurs (Rostock et al., 2018; Haberberger et al., 2019; Chang et al.,
2018). Nous avons donc procédé a des essais de RNAscope avec les sondes TACI et
P2RX3 combinés a une immunofluorescence avec NF200. La coexpression entre ces
marqueurs peut étre observée a la Figure SA ou NF200 est vu en vert (panneau de gauche),

P2RX3 en blanc (panneau centre gauche), TACI en rouge (panneau centre droit).

Sur les 4790 neurones comptés, 2801 étaient positifs pour NF200 (Figure 5B). Parmi ces
neurones, 52,3% étaient positifs pour NF200 uniquement, alors que 10,7% des neurones
NF200 positifs coexprimaient aussi avec TAC1 (Figure 5B). C’est prés de 32% des
neurones comptés qui coexprimaient NF200 et P2RX3 (Figure 5B). Pour terminer,

seulement 5% des neurones étaient positifs pour NF200, TACI1 et P2RX3 (Figure 5B).

Du coté de TACI, 1503 des 4790 neurones comptés étaient positifs pour ce marqueur
(Figure 5C). La majorité de ces neurones, soient 55,4% d’entre eux étaient positifs pour
TACI uniquement (Figure 5C). 19,6% des neurones coexprimaient TAC1 et NF200 alors
que 16,5% coexprimaient TAC1 et P2RX3 (Figure 5C). Finalement, c’est 8,5% de ces
neurones qui coexprimaient TAC1, P2RX3 et NF200 (Figure 5C).
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Pour terminer, 2504 neurones des 4790 quantifiés étaient positifs pour P2RX3 (Figure 5D).
Dans ces neurones, 49,6% étaient positifs pour P2RX3 seul alors que 35% d’entre eux
coexprimaient P2RX3 et NF200 (Figure 5D). Seulement 10,3% et 5,2% des neurones
possédaient respectivement P2RX3 et TAC1/ P2RX3, TAC1 et NF200 comme marqueur
(Figure 5D).

Overlay

n=3
B n=3 C n=3 total neurons assessed: 4790
total neurons assessed: 4790 51% total neurons assessed: 4790

3 NF200

[ TAC1 [ P2RX3
[ NF200 TACH [ TAC1 NF200 = P2RX3 NF200
[ NF200 P2RX3 [ TAC1P2RX3 Bl P2RX3 TAC1
3 NF200 TAC1 P2RX3 EE TAC1 NF200 P2RX3 B P2RX3 NF200 TAC1
NF200 positive neurons assessed: 2801 TAC1 positive neurons assessed: 1503 P2RX3 positive neurons assessed: 2504

Figure 5 : Coexpression entre les marqueurs neuronaux utilisés dans les DRG de
singes

A) Visualisation du marqueur NF200 (vert), P2RX3 (blanc), TAC1 (rouge) et de la fusion des trois
images avec I’ajout de DAPI. B) Graphique pointe de tarte représentant les sous-populations NF200
positives dans un DRG de singe. C) Graphique pointe de tarte représentant les sous-populations
TACI1 positives dans un DRG de singe. D) Graphique pointe de tarte représentant les sous-
populations P2RX3 positives dans un DRG de singe. Echelle 50 um.

3.1.2 DRG humains

3.1.2.1 Présence d’autofluorescence dans les DRG humains

Puisque nous savions que les DRG de singes et de souris contenaient de la lipofuscine et
qu’il a été montré a plusieurs reprises dans la littérature que les DRG humains en
contenaient aussi (Haberberger et al., 2019; Shiers et al., 2020; Tavares-Ferreira et al.,
2022; Shiers et al., 2021), nous avons voulu voir quelle intensité avait la lipofuscine dans
nos DRG humains. Comme pour le singe, nous avons placé une lame de DRG humains au
microscope et le résultat obtenu peut étre vu a la Figure 6. En A, on peut observer la

lipofuscine (les résidus bruns granuleux) en champ clair, alors qu’en B, C et D on peut voir
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I’autofluorescence causée par celle-ci dans les longueurs d’onde 488 nm, 550 nm et 647
nm respectivement. Nous avons encore une fois effectué des tests avec le TrueBlack pour
voir quelle concentration allait bloquer le signal d’autofluorescence. Malheureusement, le
signal chez I’humain semble trop fort et nous ne sommes pas arrivés a enlever
completement 1’autofluorescence (plusieurs tests avec différents temps d’exposition ont
été effectués, mais une exposition plus longue entrainait le TrueBlack a sécher et abimer
le marquage. Résultats non montrés). Nous avons tout de méme utilisé un traitement au

TrueBlack 2x pendant 1 minute pour minimiser le signal d’autofluorescence.

Figure 6: Présence d’autofluorescence dans les DRG d’humain

A) Visualisation d’autofluorescence dans un DRG humain sans marquage causée par la lipofuscine
(brun) vue en champ clair. B) Visualisation d’autofluorescence dans un DRG humain sans
marquage causée par la lipofuscine dans la longueur d’onde 488 nm (vert) C) Visualisation
d’autofluorescence dans un DRG humain sans marquage causée par la lipofuscine dans la longueur
d’onde 550 nm (rouge) D) Visualisation d’autofluorescence dans un DRG humain sans marquage
causée par la lipofuscine dans la longueur d’onde 647 nm (turquoise). Grossissement 20X.

3.1.2.2 Distribution de I’ARNm du DOP et du MOP dans les DRG humains
Pour comparer la distribution des récepteurs opioides dans les DRG de singes a celles

d’autres espéces, nous avons encore une fois utilisé la technique de RNAscope, mais cette
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fois-ci dans des DRG humains. Encore une fois, des sondes spécifiques a I’ARNm des
récepteurs DOP et MOP ont été utilisées (vues en jaune et rouge respectivement sur la
figure 7A). Les marqueurs des nocicepteurs P2RX3 et TACI1 peuvent aussi étre visualisés
grace au RNAscope en vert sur la Figure 7A. Les deux images de la Figure 7A représentent
donc la coexpression entre I’ARNm des deux récepteurs dans différents marqueurs de
nocicepteurs. Comme pour le singe, du marquage était présent en utilisant une sonde

controle positive, alors que rien n’était présent lors de 1’utilisation d’une sonde controle
9

négative.
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Figure 7: Distribution de ’ARNm du DOP et du MOP dans les DRG humains

A) Visualisation des marqueurs P2RX3 et TACI1 (vert), de I’ARNm du DOP (jaune) et du MOP
(rouge) par hybridation in situ (expression des deux récepteurs dans les nocicepteurs). B)
Pourcentage de la distribution de I’ARNm du DOP dans les différents types de neurones des DRG
humains et coexpression avec I’ARNm du MOP. E) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du
MOP dans les différents types de neurones des DRG humains et coexpression avec I’ARNm du
DOP. D) Pourcentage de la distribution de ’ARNm du DOP et du MOP dans les différents types
de neurones des DRG humains. Les résultats montrent la moyenne + SD.
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Durant ma maitrise, j’ai da faire face a différents problémes techniques qui m’empéchent
de montrer des résultats complets pour les DRG humains, ceux qui seront présentés dans
les prochaines lignes sont donc préliminaires. Les résultats présentés proviennent de deux
patients différents (les deux autres n’ont pas encore €t¢ analysés). Pour ces deux patients,
une lame contenant 4 tranches de DRG a été analysée par marqueur (donc deux lames par
patient : une pour TAC1 et une pour P2RX3). Pour le moment, ’ARNm du DOP est
présent a 78,1% dans les neurones P2RX3 positifs alors qu’il est beaucoup moins dans
ceux TACI positifs (22,1%) (Figure 7B). Pour ce qui est de la coexpression avec MOP,
c’est 31,9% des neurones positifs pour ’ARNm de DOP qui possédent aussi I’ARNm de
MOP (Figure 7B).

En ce qui atraita I’ARNm du MOP, 80,1% des neurones positifs pour celui-ci coexpriment
avec le marqueur des nocicepteurs P2RX3 (Figure 7C). C’est 39,9% des neurones MOP
positifs qui sont aussi positifs pour TAC1, un autre marqueur des nocicepteurs (Figure 7C).
De fagon intéressante, 35,0% des neurones positifs pour I’ARNm du MOP expriment aussi

celle du DOP (Figure 7C).

Pour terminer, les neurones qui coexpriment I’ARNm des deux récepteurs sont a 80,8%

P2RX3 positifs et a 32,9% TACI positifs (Figure 7D).

3.1.3 Comparaison interespéce de la distribution du DOP et du MOP dans les DRG

Avec les résultats sur la distribution des récepteurs opioides dans les DRG de singes
montrés ci-haut et ceux dans les DRG de rats et de souris obtenus au laboratoire dans une
précédente publication (Quirion et al., 2022), nous avons procédé¢ a différentes analyses
statistiques pour voir si des différences interespeces étaient présentes. Puisque les données
quant a la distribution dans les DRG humains ne sont pas toutes acquises, nous avons dil

exclure cette espece de nos analyses.

Lors de I’analyse de la distribution de I’ARNm du DOP dans les neurones de petit diamétre

peptidergiques (TACI positifs), une seule différence est notable entre les espéces. En effet,
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la proportion de neurones DOP-TACI positifs est significativement plus grande chez le

singe en comparaison avec le rat (p = 0,0218) (Figure 8A).

Quant a la distribution du DOP dans les fibres C non peptidergiques (IB4 positives chez le
rat et P2RX3 chez la souris et le singe), deux différences significatives sont présentes entre
les especes. Le rat posseéde une coexpression entre le DOP et IB4 significativement plus
petite que celle du DOP-P2RX3 chez la souris (p = 0,0100) et chez le singe (p = 0,0002)
(Figure 8B). Puisque le marqueur des fibres C non peptidergiques n’est pas le méme entre
les trois espéces, nous ne sommes pas certains que les différences notables soient

réellement dues a une différence interespece.

Contrairement aux autres marqueurs, des différences significatives sont présentes entre
toutes les espeéces lorsqu’on observe la coexpression de ’ARNm du DOP avec les fibres
my¢linisées (NF200 positives). L’espéce qui possede la plus grande proportion de
coexpression entre le DOP et NF200 est le rat alors que le singe posseéde la plus faible
coexpression (p = 0,0007) (Figure 8C). La souris se situe a mi-chemin entre les deux avec
une différence significative en comparaison avec le rat (p = 0,0080) et le singe (p = 0,0061)

(Figure 8C).

La seule différence significative observable dans la distribution de ’ARNm du DOP qui
coexprime avec I’ARNm du MOP est entre le rat et le singe. Effectivement, la proportion
de neurones DOP-MOP positifs est significativement plus grande chez le rat que chez le

singe (p = 0,0422) (Figure 8D).
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Figure 8: Différences significatives dans la distribution du DOP entre différentes
espeéces

A) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du DOP qui coexprime avec le marqueur TAC1 dans
les DRG de rats, de souris et de singes. B) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du DOP qui
coexprime avec les marqueurs des fibres C non peptidergiques dans les DRG de rats (IB4), de
souris et de singes (P2RX3). C) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du DOP qui coexprime
avec le marqueur NF200 dans les DRG de rats, de souris et de singes. D) Pourcentage de la
distribution de I’ARNm du DOP qui coexprime avec I’ARNm du MOP dans les DRG de rats, de
souris et de singes. Anova unidirectionnelle Brown-Forsythe suivie d’une comparaison multiple de
Dunnett’s. * p < 0,05 ; ** p < 0,01; ***p <0.001. Les résultats montrent la moyenne * SD.

Nous avons ensuite poursuivi nos analyses pour la distribution de I’ARNm du MOP entre
les différentes especes étudiées. Encore une fois, des différences significatives sont
présentes dans la distribution du MOP dans les neurones TACI positifs. Effectivement, il

y a significativement plus de neurones MOP-TACI positifs chez le singe comparativement

au rat (p = 0,0174) ainsi qu’a la souris (p = 0,0362) (Figure 9A).
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Les seules autres différences dans la distribution du MOP entre les especes sont au niveau
des neurones positifs pour I’ARNm du MOP qui coexpriment avec I’ARNm du DOP. Tout
comme pour TACI, il y a significativement plus de neurones MOP-DOP positifs chez le

singe comparativement au rat (p = 0,0066) et a la souris (p = 0,0324) (Figure 9B).
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Figure 9: Différences significatives dans la distribution du MOP entre différentes
espéces

A) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP qui coexprime avec le marqueur TAC1 dans
les DRG de rats, de souris et de singes. B) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP qui
coexprime avec ’ARNm du DOP dans les DRG de rats, de souris et de singes. Anova
unidirectionnelle Brown-Forsythe suivie d’une comparaison multiple de Dunnett’s. * p < 0,05 ; **
p < 0,01. Les résultats montrent la moyenne £ SD.

Pour terminer, nous avons analysé les différences présentes entre les espéces pour la
distribution de la coexpression entre I’ARNm du DOP et du MOP. Cette fois-ci, les seules
différences obtenues sont pour la coexpression entre les deux récepteurs dans les fibres C
non peptidergiques. En effet, la quantité de coexpression chez le singe avec le marqueur
P2RX3 est significativement plus grande qu’avec le marqueur IB4 chez le rat (p = 0,0120)
(Figure 10). De plus, la coexpression chez le rat avec le marqueur IB4 est significativement
plus petite que chez la souris avec le marqueur P2RX3 (p = 0,0353) (Figure 10). Encore
une fois, le marqueur des fibres C non peptidergiques n’est pas identique pour toutes les

especes ce qui ne peut confirmer que les différences obtenues soient dues a des différences

interespeces.
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Figure 10: Différences dans la distribution de la coexpression entre le DOP et le MOP
entre différentes espéeces

Pourcentage de la distribution de la coexpression entre I’ARNm du DOP et du MOP qui coexprime
avec les marqueurs des fibres C non peptidergiques dans les DRG de rats (IB4), de souris et de
singes (P2RX3). Anova unidirectionnelle Brown-Forsythe suivie d’une comparaison multiple de
Dunnett’s. * p <0,05. Les résultats montrent la moyenne + SD.

3.2 Ganglions trijumeaux
3.2.1 TG de rats

3.2.1.1 Distribution de I’ARNm du DOP et du MOP dans les TG de rats

Pour comparer les patrons d’expression du DOP et du MOP entre les types d’afférences
primaires, I’ARNm des deux récepteurs a aussi été étudié dans les ganglions trijumeaux de
rats en utilisant toujours la technique d’hybridation in situ RNAscope comme décrite dans
les sections précédentes. Encore une fois, des sondes spécifiques a I’ARNm du DOP et du
MOP ont été utilisées (vues en blanc et en rouge respectivement sur les panneaux centraux
de la Figure 11A, B et C). Les différents types neuronaux présents dans les TG ont été
¢tudiés grace a un anticorps NF200 (marque les neurones myélinisés), a 1’isolectine B4
(IB4; marque les neurones de petit diamétre non peptidergiques) et a une sonde spécifique
a TACI1 (marque les neurones de petit diametre peptidergiques). Tous ces marqueurs
peuvent étre vus en vert sur les panneaux de gauche de la Figure 11A, B et C. La
coexpression entre les différents marqueurs neuronaux et I’ARNm des deux récepteurs peut
étre observée dans les panneaux de droite de la Figure 11A, B et C.

Dans cette étude, nous avons trouvé que 66,7% =+ 8,5% des neurones positifs pour I’ARNm

du DOP étaient aussi des neurones my¢linisés (NF200 positifs; Figure 11D). Une portion
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beaucoup plus faible des neurones DOP-positifs exprimait aussi IB4 (neurones de petit
diamétre non peptidergiques; 7,3% =+ 2,5%), alors que 15,3% + 3,3% des neurones DOP-
positifs étaient de petit diametre peptidergiques (TACI positifs; Figure 11D). De fagon
intéressante, 25,5% =+ 4,1% des neurones positifs pour ’ARNm du DOP coexprimaient
I’ARNm du MOP (Figure 11D). La distribution du DOP entre les marqueurs NF200 et IB4
(p = 0,0034), entre les marqueurs NF200 et TACI1 (p = 0,0015), entre le marqueur NF200
et les neurones coexprimant le MOP (p = 0,0042), entre les marqueurs IB4 et TAC1 (p =
0,0383), entre le marqueur IB4 et les neurones coexprimant le MOP (p = 0,0030) et entre
le marqueur TAC1 et les neurones coexprimant le MOP (p = 0,0374) était significativement

différente.

Nous avons ensuite étudié la distribution de I’ARNm du MOP et avons observé que 40,5%
1 9,4% de ces neurones exprimaient aussi NF200 (Figure 11E). Une autre bonne proportion
des neurones MOP-positifs étaient aussi TAC1-positifs (38,0% * 3,7%; Figure 11E). Nous
avons aussi montré que 19,0% =+ 9,5% des neurones MOP-positifs étaient aussi positifs
pour 1B4 (Figure 11E). Pour terminer, 23,6% * 3,7% des neurones positifs pour ’ARNm
du MOP coexprimaient aussi celle du DOP (Figure 11E). La distribution du MOP entre le

marqueur TACI et les neurones coexprimant le DOP (p = 0,0076) était significativement

différente)

Evidemment, I’identité des neurones coexprimant I’ARNm des deux récepteurs a aussi été
analysée ce qui nous a permis d’apprendre qu’une grande proportion de ces neurones était
my¢linisée, donc positifs pour NF200 (58,9% =+ 9,9%; Figure 11F). Nous avons aussi
démontré que 13,1% + 7,5% des neurones DOP-MOP-positifs étaient aussi de petit
diametre non peptidergiques (IB4 positifs) et que 31,5% + 3,8% des neurones exprimant
les deux récepteurs étaient aussi positifs pour TACI1, donc de petit diameétre peptidergiques
(Figure 11F). La distribution de la coexpression du DOP et du MOP entre les marqueurs
NF200 et IB4 (p = 0,0009), entre les marqueurs NF200 et TAC1 (p = 0,0168) et entre les
marqueurs IB4 et TAC1 (p = 0,0301) était significativement différente.
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Figure 11: Distribution de ’ARNm du DOP et du MOP dans des TG de rats

A) Visualisation du marqueur NF200 (vert), de ’ARNm du DOP (blanc) et du MOP (rouge) par
hybridation in situ et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs dans des
neurones my¢linisés). B) Visualisation du marqueur IB4 (vert), de I’ARNm du DOP (blanc) et du
MOP (rouge) et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs dans des neurones de
petit diameétre non peptidergiques). C) Visualisation de I’ ARNm du marqueur TAC1 (vert), du DOP
(blanc) et du MOP (rouge) et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs dans
des neurones de petit diameétre peptidergiques). D) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du
DOP dans les différents types de neurones des TG de rats et coexpression avec I’ARNm du MOP.
E) Pourcentage de la distribution de ’ARNm du MOP dans les différents types de neurones des
TG de rats et coexpression avec ’ARNm du DOP. F) Pourcentage de la distribution de I’ARNm
du DOP et du MOP dans les différents types de neurones des TG de rats. Anova unidirectionnelle
Brown-Forsythe suivie d’une comparaison multiple de Dunnett’s. * p < 0,05 ; ** p <0,01; ***p <
0.001. Echelle 50 pm. Les résultats montrent la moyenne + SD.
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3.2.1.2 Différences dans la distribution de I’ARNm du DOP et du MOP entre les types
d’afférences primaires chez le rat
Nous avons vérifié si des différences dans la distribution des récepteurs aux opioides
¢taient présentes entre les ganglions de la racine dorsale et les ganglions trijumeaux de rats.
Les résultats de la distribution du DOP et du MOP dans les DRG de rats sont tirés d’une
publication récente du laboratoire (Quirion et al., 2022). Suite a ces comparaisons, nous
avons seulement obtenu une différence dans les distributions pour le DOP, le MOP et la
coexpression entre les deux récepteurs. En effet, la distribution de I’ARNm du MOP dans
les neurones positifs pour I’ARNm du DOP était significativement différente entre les
DRG et les TG (p = 0,0109). En effet, la proportion de neurones MOP-positifs qui
coexprimait aussi DOP est plus grande dans les ganglions trijumeaux de rats en comparant

aux ganglions de la racine dorsale de ce méme animal (Figure 12).
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Figure 12 : Différence notoire entre la distribution des récepteurs opioides dans les
ganglions de la racine dorsale vs les ganglions trijumeaux de rats

o

MOP cells expressing DOP (%)

Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP qui coexprime avec ’ARNm du DOP dans les
DRG et TG de rats. Test t de Welch, * p <0,05. Les résultats montrent la moyenne + SD.

3.2.2 TG de souris

3.2.2.1 Distribution de I’ARNm du DOP et du MOP dans les TG de souris
Pour permettre la comparaison des patrons d’expression du DOP et du MOP non seulement
entre les types d’afférences primaires, mais aussi entre les espéces pour un tissu donné,

I’ARNm des deux récepteurs a aussi ét¢ étudi¢ dans les ganglions trijumeaux de souris, et
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ce, en utilisant toujours la technique d’hybridation in situ RNAscope. Comme décrit
précédemment, des sondes spécifiques pour I’ARNm du DOP et du MOP ont été utilisées
(vues en blanc et en rouge respectivement sur les panneaux centraux de la Figure 14A, B
et C). Les différents types neuronaux présents dans les TG ont été étudiés grace a un
anticorps NF200 (marque les neurones myélinisés), a 1’isolectine B4 (IB4; marque les
neurones de petit diamétre non peptidergiques) et a une sonde spécifique a TACI (marque
les neurones de petit diamétre peptidergiques). Tous ces marqueurs peuvent étre vus en
vert sur les panneaux de droite de la Figure 14A, B et C. Avant de procéder aux essais de
RNAscope, les sondes contrdles positives et négatives ont préalablement été testées sur les
TG de souris. Comme attendu, du marquage était présent dans tous les canaux avec la
sonde positive (Figure 13A), alors qu’aucun marquage n’a été observé dans tous les canaux

avec la sonde négative (Figure 13B).

Figure 13 : Marquage des sondes controles de RNAscope dans des TG de souris

A) Visualisation du marquage de la sonde contrdle positive dans les longueurs d’onde 488 nm
(vert), 550 nm (rouge) et 647 nm (turquoise) dans un TG de souris. B) Visualisation de 1’absence
de marquage avec la sonde contrdle négatif avec une fusion du résultat des longueurs d’onde 488
nm, 550 nm, 647 nm et du DAPI dans un TG de souris. Grossissement 20X.
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Ce travail nous a permis d’apprendre qu’une large proportion des neurones positifs pour
I’ARNm du DOP était aussi positive pour NF200, un marqueur des fibres my¢élinisées
(56,1% + 5,4%, Figure 14D). A I’opposé, seulement 4,8% + 1,3% des neurones DOP-
positifs étaient aussi de petit diametre non peptidergiques (IB4 positif), alors que 17,7% +
10,6% des neurones positifs pour le DOP étaient de petit diametre peptidergiques (TAC1
positifs) (Figure 14D). C’est 21,5% + 5,6% des neurones DOP qui coexprimaient avec
I’ARNm du MOP (Figure 14D).

Pour ce qui est des neurones positifs a I’ARNm du MOP, 12,7% + 1,7% d’entre eux sont
aussi positif pour I’isolectine B4 (Figure 14E). Une bonne proportion des neurones MOP-
positifs 1’étaient aussi pour NF200 (49,7% + 4,5%). De facon intéressante, une proportion
¢gale de neurones MOP-positifs sont aussi TACI1 positifs (34,4% + 4,0%) ou coexpriment
I’ARNm du DOP (33,3% + 3,9%) (Figure 14E).

Lors de I’étude du phénotype des neurones coexprimant I’ARNm des deux récepteurs dans
les TG de souris, nous avons découvert que 26,0% =+ 9,0% de ces neurones sont positifs a
I’ARNm de TACI1 (Figure 14F). Une grande proportion (72,5% + 5,0%) des neurones
DOP-MOP positifs sont aussi NF200 positifs, alors que seulement 3,4% =+ 1,4% des
neurones positifs a ’ARNm du DOP et du MOP le sont aussi pour IB4 (Figure 14F).
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Figure 14: Distribution de ’ARNm du DOP et du MOP dans des TG de souris

A) Visualisation du marqueur NF200 (vert), de ’ARNm du DOP (blanc) et du MOP (rouge) par
hybridation in situ et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs dans des
neurones my¢linisés). B) Visualisation du marqueur IB4 (vert), de I’ARNm du DOP (blanc) et du
MOP (rouge) et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs dans des neurones de
petit diameétre non peptidergiques). C) Visualisation de I’ ARNm du marqueur TAC1 (vert), du DOP
(blanc) et du MOP (rouge) et de la fusion des trois images (expression des deux récepteurs dans
des neurones de petit diamétre peptidergiques). D) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du
DOP dans les différents types de neurones des TG de souris et coexpression avec I’ARNm du MOP.
E) Pourcentage de la distribution de ’ARNm du MOP dans les différents types de neurones des
TG de souris et coexpression avec I’ARNm du DOP. F) Pourcentage de la distribution de I’ARNm
du DOP et du MOP dans les différents types de neurones des TG de souris. Anova unidirectionnelle
Brown-Forsythe suivie d’une comparaison multiple de Dunnett’s. * p < 0,05 ; ** p <0,01; ***p <
0.001. Echelle 50 pm. Les résultats montrent la moyenne + SD.
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3.2.2.2 Différences dans la distribution de I’ARNm du DOP et du MOP entre les types
d’afférences primaires chez la souris
Nous avons ensuite effectué¢ différentes analyses statistiques pour voir si des différences
¢taient notables entre la distribution de I’ARNm du DOP et du MOP dans les ganglions de
la racine dorsale et les ganglions trijumeaux de souris. Les résultats de la distribution du
DOP et du MOP dans les DRG de souris sont tirés d une publication récente du laboratoire
(Quirion et al., 2022). Les différences obtenues sont pour la distribution du DOP (p =
0,0117, Figure 15A), du MOP (p = 0,0490, Figure 15B) et de la coexpression entre les deux
récepteurs dans les neurones de petit diameétre non peptidergiques (p = 0030, Figure 15C).
Dans tous les cas, la quantité du DOP et/ou MOP présente dans ce type de fibres est plus
grande dans les DRG de souris en comparant au TG de souris (Figure 15). Il est important
de se rappeler que les marqueurs utilisés pour les fibres non peptidergiques dans ces deux
tissus sont différents. En effet, dans les DRG, la sonde de RNAscope P2RX3 avait été
utilisée alors que dans les TG de souris, c’est plutdt IB4. Il est donc possible que ces
différences soient dues a une différence de marqueur et non a une différence de tissus. Cela
nous a donc poussés a faire de nouvelles expériences pour tenter de répondre a cette

nouvelle question.

Des différences ont aussi été obtenues pour la distribution du MOP dans les neurones
my¢linisés NF200-positifs et coexprimant avec le DOP. En effet, ces proportions étaient
plus grandes, dans les deux cas, dans les TG de souris en comparaison avec les DRG de

souris (p = 0,0283 pour NF200, Figure 15D; p = 0,0019 pour DOP, Figure 15E).
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Figure 15: Différences notoires entre la distribution des récepteurs opioides dans les
ganglions de la racine dorsale vs les ganglions trijumeaux de souris

A) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du DOP qui coexprime avec les marqueurs des fibres
C non peptidergiques (P2RX3 pour les DRG et IB4 pour les TG) dans les DRG et TG de souris. B)
Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP qui coexprime avec les marqueurs des fibres C
non peptidergiques dans les DRG et TG de souris. C) Pourcentage de la distribution de I’ARNm
du DOP et du MOP qui coexprime avec les marqueurs des fibres C non peptidergiques dans les
DRG et TG de souris. D) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP qui coexprime avec
NF200 dans les DRG et TG de souris. E) Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP qui
coexprime avec I’ARNm du DOP dans les DRG et TG de souris. Test t de Welch, * p < 0,05, **
p < 0,01. Les résultats montrent la moyenne £ SD.

3.2.2.3 Différences dans la distribution de I’ARNm du DOP et du MOP entre les différents
marqueurs des fibres C non peptidergiques

Puisque nous n’étions pas certains si les différences obtenues entre la distribution dans les

DRG et les TG dans les fibres C non peptidergiques étaient dues a une différence de

marqueur ou a une différence de tissu, nous avons étudié les marqueurs P2RX3 et IB4 en

profondeur. Pour ce faire, nous avons effectué¢ un co-marquage par RNAscope DOP-MOP-

P2RX3 sur des lames de TG de souris et avons fait la comparaison avec le marquage DOP-

MOP-IB4 montré ci-haut. La coexpression entre ’ARNm du DOP (blanc) et ’ARNm de
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P2RX3 ou IB4 (vert) est montrée a 1I’aide de fleches sur la Figure 16A et D. Pour ce qui est
de la coexpression entre I’ARNm du MOP (rouge) et P2RX3/IB4 (vert), elle est encore une
fois identifi¢e a I’aide de fleches a la Figure 16B et E. Pour terminer, la coexpression entre
les deux récepteurs et les deux marqueurs des fibres C non peptidergiques peut étre vue a

I’aide de fleéches sur la Figure 16C et F.

Cette étude nous a permis de voir que 4,8% =+ 1,3% des neurones DOP positifs coexpriment
IB4 alors que 39,0% £ 10,0% des neurones DOP sont aussi positifs pour I’ARNm de
P2RX3 (Figure 16G). Une différence significative est présente pour la distribution du DOP
entre ces deux marqueurs (p = 0,0060) (Figure 16G). En ce qui a trait a I’ARNm du MOP,
12,7% =+ 1,7% des neurones y étant positifs le sont aussi pour IB4 ce qui est
significativement plus petit que pour les neurones MOP-P2RX3 positifs (36,5% + 5,8%; p
=0,0023) (Figure 16H).

La coexpression entre I’ARNm du DOP et du MOP est de 41,7% + 10,7% avec ’ARNm
de P2RX3 ce qui est significativement plus grand qu’entre les deux récepteurs et IB4 (3,4%
+ 1,4%; p = 0,0051) (Figure 16I).

Puisque de grandes différences sont présentes entre les deux marqueurs, nous avons
regard¢ si des différences étaient présentes entre la distribution du DOP, du MOP et des
deux récepteurs avec P2RX3 entre les TG et les DRG de souris. Aucune différence n’a été
observée, ce qui nous amene a confirmer que les différences vues plutdt étaient dues a la

différence de marqueur et non de tissus.
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Figure 16: Différences dans la distribution de ’ARNm du DOP et du MOP entre les
différents marqueurs des fibres C non peptidergiques dans les ganglions trijumeaux
de souris
A) Visualisation avec fleches des neurones positifs pour I’ARNm du DOP (blanc) qui coexpriment
avec ’ARNm de P2RX3 (vert). B) Visualisation avec fleches des neurones positifs pour I’ARNm
du MOP (rouge) qui coexpriment avec I’ARNm de P2RX3 (vert). C) Visualisation avec fleches
des neurones positifs pour ’ARNm du DOP (blanc) et du MOP (rouge) qui coexpriment avec
I’ARNm de P2RX3 (vert). D) Visualisation avec fléches des neurones positifs pour ’ARNm du
DOP (blanc) qui coexpriment avec IB4 (vert). E) Visualisation avec fléches des neurones positifs
pour I’ARNm du MOP (rouge) qui coexpriment avec IB4 (vert). F) Visualisation avec fleches des
neurones positifs pour I’ARNm du DOP (blanc) et du MOP (rouge) qui coexpriment avec 1B4
(vert). G) Pourcentage de distribution de I’ARNm du DOP, du MOP (H) et de la coexpression entre
les deux récepteurs (I) dans les deux marqueurs des fibres C non peptidergiques dans des TG de

souris. Test t de Welch, ** p <0,01. Echelle 50 pm. Les résultats montrent la moyenne + SD.
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Puisque d’aussi grandes différences ont été obtenues quant a la distribution des récepteurs
dans les TG en utilisant deux marqueurs des fibres C non peptidergiques, soit IB4 et
P2RX3, nous nous sommes demandés si ces deux marqueurs identifiaient réellement la
méme population neuronale dans les TG de souris. Pour le vérifier, nous avons fait des
essais de RNAscope avec la sonde P2RX3 en combinant avec une immunofluorescence
avec le marqueur IB4. Les résultats obtenus peuvent étre observés a la Figure 17. En effet,
on peut y voir le marquage des noyaux cellulaires en bleu avec le marqueur DAPI, ’ARNm
de P2RX3 en blanc, IB4 en vert ainsi que la fusion des trois images (Figure 17A). En 17B,
il est possible de voir des fleches sur I’image qui fusionne les trois marqueurs qui

représentent les neurones coexprimant P2RX3 et IB4 (trois fleches sont présentes).

Cet exercice nous a permis de voir que 40,4% £ 9,9% des neurones 1B4 positifs sont aussi
positifs pour I’ARNm de P2RX3 (Figure 17C). A I’inverse, 35,4% + 9,8% des neurones
positifs pour ’ARNm de P2RX3 coexpriment IB4 (Figure 17D). Environ 35% de la
population neuronale quantifiée (quantifiée lorsque positif pour IB4 et/ou P2RX3) dans ces
TG de souris est positive pour IB4, alors qu’environ 42% de ces neurones sont positifs pour
P2RX3 (Figure 17E). Seulement 23% des neurones quantifiés sont positifs pour ces deux

marqueurs a la fois (Figure 17E).
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Figure 17: Distribution des marqueurs des fibres C non peptidergiques dans les
ganglions trijumeaux de souris

A) Visualisation du DAPI (bleu), de ’ARNm de P2RX3 (blanc), d’IB4 (vert) et de la fusion des
trois images dans un TG de souris. B) Fusion des trois images avec fléche qui montrent les neurones
coexprimant IB4 et P2RX3. C) Pourcentage des neurones B4 positifs qui coexpriment avec
I’ARNm de P2RX3. D) Pourcentage des neurones positifs pour ’ARNm de P2RX3 qui
coexpriment avec IB4. E) Graphique pointe de tarde qui représente la distribution des deux
marqueurs dans les TG de souris. Echelle 50pum. Les résultats montrent la moyenne + SD.

3.2.3 Comparaison de la distribution du DOP et du MOP dans les TG interespéce

Pour terminer ma maitrise, j’ai voulu voir si des différences étaient présentes dans la
distribution du DOP et du MOP entre les TG de rats et de souris. Lors de nos analyses
statistiques, une seule différence est apparue, et ce, pour les neurones positifs pour I’ARNm
du MOP qui expriment aussi I’ARNm du DOP. Effectivement, la proportion de neurones
MOP-DOP positifs est significativement plus grande dans les TG de souris en comparaison

a ceux de rats (p = 0,0109) (Figure 18).
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Figure 18: Différence dans la distribution des récepteurs opioides dans les ganglions
trijumeaux entre les différents rongeurs

Pourcentage de la distribution de I’ARNm du MOP qui coexprime avec ’ARNm du DOP dans les
TG de rats et de souris. Test t de Welch, * p < 0,05. Les résultats montrent la moyenne + SD.
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DISCUSSION

Dans le cadre de mes travaux de maitrise, je me suis intéressée a la distribution et a la
coexpression du DOP et du MOP dans les afférences primaires de différentes espéces pour
avoir une meilleure idée du réle de ces récepteurs dans le controle de la douleur ainsi que du
potentiel analgésique d’agonistes DOP dans différents types de douleur. Comme énoncé
précédemment, le DOP semble avoir un role majeur au niveau des afférences primaires. En
effet, son réle dans les afférences primaires est supporté par le fait que de sa délétion des
fibres nociceptives des afférences primaires empéche la réponse analgésique des agonistes
DOP lors de I'utilisation de stimulus mécanique dans des modéles de douleur chronique
inflammatoire et neuropathique (Gaveriaux-Ruff et al., 2011). De plus, la réintroduction du
DOP uniquement dans les afférences primaires dans des souris n’exprimant pas le DOP a
I’aide d’un virus AAV permet de produire de 1’analgésie dans un modele de douleur
inflammatoire provoquée par I’injection de CFA (Degrandmaison et al., 2020). Puisque nous
savons que les agonistes DOP sont efficaces pour procurer de I’analgésie dans des modeles
de douleur migraineuse, nous nous sommes aussi penchés sur la distribution du DOP dans
les ganglions trijumeaux de rats et de souris grace au RNAscope, une technique d’hybridation
in situ trés spécifique (Dripps et al., 20201 Moye et al., 2021). De plus, une spécialisation du
DOP dans le traitement de la douleur est suggérée chez les primates dii a I’augmentation de
sa présence dans les DRG et sa localisation dans les fibres nociceptives chez les especes
supérieures (Mennicken et al., 2003). Sachant que les humains répondent aux agonistes DOP
et que ce récepteur est retrouvé dans les DRG humains, nous nous sommes aussi intéressés a
sa distribution dans les DRG de primates, soit de singes et d’humains. Encore une fois, le
RNAscope a été utilisé pour atteindre nos objectifs de recherche. Dans ces deux cas, nous
avons aussi évalué la distribution du MOP et de la coexpression entre le DOP et le MOP. De
nombreuses études montrent qu’une interaction fonctionnelle entre le DOP et le MOP existe
et que I’hétéromérisation entre ces récepteurs est possible et est aussi une cible potentielle
dans le traitement de la douleur (Gendron et al., 2007; Gendron et al., 2006; Gomes et al.,
2000; Tiwari et al., 2020). Ceci montre donc I’importance de voir dans quel type de neurones
cette coexpression entre les deux récepteurs est présente (Fujita, 2020; Constantino et al.,

2012; Gendron et al., 2015).
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Figure 19: Schéma récapitulatif des résultats obtenus dans cette étude

Schéma montrant le type de neurone ou I’expression du DOP et du MOP est la plus grande dans les
DRG humains et de singes ainsi que dans les TG de rat et de souris. Figure créée a 1’aide de Biorender.

4.1 Distribution du DOP et du MOP dans les DRG de primates

La distribution des récepteurs opioides dans les ganglions de la racine dorsale est un sujet
trés étudié et controversé chez les rongeurs (Quirion et al., 2022; Scherrer et al., 2009; Wang
et al., 2010; Bardoni et al., 2014). Chez les primates, il y a encore peu d’étude qui ont été
faites a ce jour sur ce sujet (Moy et al., 2020; Mennicken et al., 2003; Zhang et al., 1998).
Cela démontre I’importance d’effectuer des études chez les espéces supérieures pour voir si
une dichotomie existe entre les espéces et donc si le role des récepteurs peut varier au cours
de I’évolution. Les études menées chez les primates non humains ont des résultats un peu
contradictoires. Une premiere étude utilisant I’hybridation in situ montre que le DOP est
présent dans les neurones de toutes dimensions avec une préférence dans ceux de moyen
diamétre alors qu’une autre utilisant I’immunohistochimie voit uniquement du marquage
DOP dans les neurones de petit diameétre (Mennicken et al., 2003; Zhang et al., 1998). Pour

ce qui est du MOP, environ 18% des neurones des DRG de singes y sont positifs et la majorité
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d’entre eux sont de petit diameétre en plus d’étre positifs pour le CGRP, un marqueur des
fibres C peptidergiques, ce qui est confirmé par RNA-seq (Zhang et al., 1998; Kupari et al.,
2021). Chez ’homme, le DOP a été observé par hybridation in situ avec une intensité égale
entre tous les types neuronaux, un résultat correspondant a ceux obtenus par RNA-seq
(Mennicken et al., 2003; Tavares-Ferreira et al., 2022; Flegel et al., 2015). L’imagerie
calcique a aussi permis de détecter des récepteurs opioides fonctionnels dans les DRG
humains ou le DOP était présent dans prés de 50% des neurones avec plusieurs indices
indiquant une coexpression avec le MOP au niveau de fibres C peptidergiques (cette
coexpression avec le MOP au niveau des fibres C peptidergiques est aussi vu au niveau de
I’ARNm) (Moy et al., 2020). Pour terminer, le g¢éne OPRMI1 (codant pour le MOP) est
détecté dans les DRG humains et est présent dans de nombreux nocicepteurs (nocicepteurs
silencieux, sensibles au froid, TRPA1 positifs, AS-HTMRs, AB-HTMRs) par RNA-seq
(Wangzhou et al., 2020; Tavares-Ferreira et al., 2022). Nos résultats obtenus grace a
I’hybridation in situ avec la technologie RNAscope combinée a I’'immunofluorescence chez
le singe sont plutdt en accord avec les résultats présents dans la littérature. Effectivement, le
DOP est principalement localisé dans les fibres C non peptidergiques (45,0% + 5,3%) et

moins retrouvé dans les fibres myélinisées (22,6% + 6,9%).

Inversement, le MOP est surtout exprimé au niveau des fibres C peptidergiques (66,7% *
10,2%), puis €galement entre les fibres myélinisées Aa, AP et Ad (45,7% £ 10,0%) et les
fibres C non peptidergiques (42,9% = 6,0%). Les neurones coexprimant le DOP et le MOP
¢taient essentiellement my¢élinisés (65,0% + 5,6%), mais aussi présents dans les fibres C non
peptidergiques (50,0% = 11,0%) et peptidegiques (39,1% £ 15,3%). Ces données sont assez
pres de la littérature, car tout comme 1’équipe de Zhang et al., nous voyons le DOP en plus
grande partie dans les neurones de petit diametre. Effectivement, les fibres C (peptidergiques
ou non), marquées par TAC1 et P2RX3, possedent le plus petit diametre de tous les types de
neurones des afférences primaires et ce toutes espéces confondues (Julius et Basbaum, 2001;
Khalid et Tubbs, 2017; Cavanaugh et al., 2009; Zhang et al., 2013). Tout comme dans 1’étude
de Mennicken et al., nous observons ’ARNm du DOP dans tous les types de neurones. Par
contre, ils voient le DOP majoritairement dans les neurones de moyen diameétre, donc les

fibres Ad (Khalid et Tubbs, 2017; Le Pichon et Chesler, 2014; Mennicken et al., 2003). La
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différence peut peut-étre s’expliquer par les techniques d’hybridation in situ différentes
utilisées. En effet, la technologie RNAscope est connue pour étre trés sensible et spécifique,
car pour marquer un ARNm, trois sondes en double Z doivent lier le méme ARNm, pour
ainsi permettre au signal d’étre amplifié si ces deux Z sont présents (ACDbio, s.d.). Cela peut
donc éviter du marquage non spécifique qui s’est peut-&tre produit avec 1’étude de Mennicken
qui utilise I’hybridation in situ (sans le RNAscope) qui est beaucoup moins spécifique. De
plus, I’anticorps que nous utilisions (NF200) ne fait pas la distinction entre les fibres de type
Aa, AP et Ad ce qui peut potentiellement expliquer la différence entre nos deux études (Chen
et al., 2010; Scherrer et al., 2009; Quirion et al., 2022). Nos résultats sont aussi en accord
avec la littérature quant a la distribution du MOP chez le singe. Effectivement, nous
I’observons en majorité dans les neurones TAC1 positifs (fibres C peptidergiques), tout
comme la littérature qui le retrouve présent dans les neurones de petit diametre exprimant le
CGRP, un autre marqueur des fibres C peptidergiques (Zhang et al., 1998). De plus, une
¢tude de RNA-seq voit le géne du MOP en majorité dans les groupes neuronaux non
peptidergiques et peptidergiques (Kupari et al., 2021). Malheureusement, aucun de ces
ouvrages ne s’intéresse a la distribution des deux récepteurs, donc ne permet de comparer
nos résultats sur la coexpression des deux résultats. Pour ce qui est des résultats obtenus dans
les DRG humains, ceux-ci sont encore trés préliminaires et incluent seulement deux
marqueurs des nocicepteurs, TAC1 et P2RX3. Présentement, le DOP (78,1%), le MOP
(80,1%) et la coexpression entre le DOP et le MOP (80,8%) sont principalement localisés
dans les neurones P2RX3 positifs. Méme s’il est évidemment beaucoup trop tot pour tirer
des conclusions face a ces résultats, le MOP est fortement présent au niveau des nocicepteurs
tout comme dans I’étude de RNA-seq de Tavares-Ferreira en 2022. L’étude de Moy et al.,
est la seule qui s’intéresse, tout comme nous, a la coexpression entre les deux récepteurs. Les
auteurs voient beaucoup de coexpression entre le DOP et le MOP dans les fibres possédant
le récepteur TRPV 1, donc nociceptives, tout comme nous a ce stade précoce de notre étude.
Puisque nous avons seulement, pour I’instant, inclus des marqueurs de nocicepteurs dans
notre étude, il n’est pas possible de faire la comparaison avec I’étude de Mennicken qui
observe le DOP dans tous les types neuronaux. L’utilisation d’autres marqueurs sera trés
importante, car les données de RNA-seq voient le DOP dans plusieurs groupes de neurones

non nociceptifs (Tavares-Ferreira et al., 2022; Flegel et al., 2015).
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Tableau 4: Récapitulatif des résultats des études portant sur la distribution des
récepteurs opioides dans les ganglions de la racine dorsale chez les primates

Distribution du DOP Distribution du MOP Distribution de la coexpression
Etude entre DOP et MOP
Singe Humain Singe Humain Singe Humain
Tous les Tous les Tous les
Beaulieu et neurones Principalement neurones Principalement neurones Principalement
al., 2023 Principalement nocicepteur Principalement nocicepteur nocicepteur
Cnon P2RX3+ C P2RX3+ Principalement P2RX3+
peptidergiques peptidergiques my¢élinisés
-Majorité des Majorité des
-Environ 50% neurones neurones
des neurones positifs aux positifs aux
répondent aux agonistes DOP agonistes DOP
Moy et al., agonistes DOP répondent et MOP
2020 aussi a ceux répondent
-4,5% positifs du MOP aussiala
pour ARNm -24,0% capsaicine
positifs pour (nocicepteur)
ARNm
Neurones de
tous les
Mennicken calibres avec Tous les
etal., 2003 préférence neurones
pour moyen
diamétre
Principalement
de petit
Zhang et al., diametre et
1998 coexpression
avec CGRP (C
peptidergique)
Zhangetal,, | Neurones de
1998 petit diamétre
OPRM1
détecté dans
Kupari et cluster non
al., 2021 peptidergiques
et
peptidergiques
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ORPD1
détecté OPRM1
Tavares- clusters C- présent dans
Ferreira et LTMRs, de nombreux
al., 2022 pruritogéne, clusters de
nocicepteurs nocicepteurs
AP
Flegel et al., OPRD1
2015 détecté
Xie et al., ARNm détecté ARNm détecté
1999
Peng et al., ARNm ARNm
2012 grandement grandement
détecté détecté
Wangzhou OPRM1
etal., 2020 détecté

Nos résultats actuels suivent donc 1’idée que les deux récepteurs opioides auxquels nous nous
intéressons sont localisés au niveau des nocicepteurs, soit le premier neurone impliqué dans
la perception de stimuli intenses pouvant potentiellement étre dangereux pour 1’organisme.
J’ai confiance que notre méthode s’avérera efficace pour valider la distribution des récepteurs
opioides dans les DRG humains. En effet, cette technique est treés spécifique et sensible et a
déja été utilisée au laboratoire pour marquer le DOP et le MOP dans les DRG de rongeurs
(Quirion et al., 2022). De plus, le RNAscope est de plus en plus utilisé pour marquer
différents récepteurs et types neuronaux dans les DRG humains ce qui prouve son
fonctionnement (Shiers et al., 2020; Tavares-Ferreira et al., 2022; Shiers et al., 2023;
Papalampropoulou-Tsiridou et al., 2022; Hall et al., 2022; Ray et al., 2022).

4.2 Coexpression entre les marqueurs neuronaux

Les marqueurs utilisés chez les rongeurs pour identifier chacun des types de neurones des
afférences primaires sont connus pour étre assez spécifiques chez les rongeurs.
Classiquement, la substance P (TACI), CGRP (CALCA) et TRPVI1 sont utilisés pour
identifier les fibres C peptidergiques, alors qu’1B4, P2RX3 et Mrgprd le sont pour les fibres
C non peptidergiques (Scherrer et al., 2009; Julius et Basbaum, 2001; Basbaum et al., 2009).

De leur coté, les fibres contenant de la myéline (Aa, AP et Ad) peuvent étre vues grace aux

76



77

marqueurs NF200 et TRPV?2 (Scherrer et al., 2009; Quirion et al., 2022; Bardoni et al., 2014).
Chez les primates, les choses sont différentes, puisqu’un marqueur peut étre dans plus d’un
type cellulaire et un groupe de marqueurs représente mieux chaque type neuronal (Shiers et
al., 2020; Tavares-Ferraira et al., 2022; Nguyen et al., 2021). En effet, NF200 est présent
dans presque tous les neurones des DRG, alors que la liaison a IB4 ne se fait pas chez
I’humain (Shiers et al., 2020; Haberberger et al., 2019; Rosotck et al., 2018; Davidson et al.,
2014). P2RX3 est tout de méme retrouvé dans des neurones de petit diameétre nociceptif dans
les DRG humains tout comme TACI1 (Flegel et al., 2015; Saito-Diaz et al., 2021). Chez le
macaque, TACI est retrouvé dans les groupes de neurones peptidergiques, alors que P2RX3
est retrouvé dans les groupes de neurones peptidergiques et non par RNA-seq (Kupari et al.,
2021). Chez le singe-écureuil, 30% des neurones des DRG sont marqués par RT97, un
marqueur des fibres myélinisées, alors que 54% des neurones le sont pour IB4 et 61% pour
CGRP (Pierce et al., 2006). Les neurones marqués par RT97 étaient significativement plus
grands que ceux marqués par IB4 et CGRP. Seulement 3% de coexpression était présent entre
RTO97 et IB4, alors que celle entre IB4 et CGRP était treés grande (Pierce et al., 2006). Par
RNAscope, les marqueurs CALCA et P2RX3 coexpriment beaucoup dans les DRG humains
ce qui n’est pas observé chez la souris. Cette augmentation semble étre due a un nombre
significativement plus élevé de neurones CALCA positifs chez ’humain comparativement a
la souris (aucun changement dans la proportion de neurones P2RX3 positifs entre les deux
especes). Des niveaux de coexpression similaires sont présents entre les protéines CGRP et
P2RX3 par immunofluorescence sur des DRG humains. Ces résultats indiquent donc que,
chez I’humain, les populations de fibres C peptidergiques et non peptidergiques distinctes
n’existent pas et sont plutot mélangées contrairement aux rongeurs (Shiers et al., 2020; Shiers
et al., 2021). Puisque la majorité du travail sur la spécificité des marqueurs neuronaux chez
les primates est effectuée chez I’humain, nous avons voulu déterminer quel niveau de
coexpression était présent entre nos trois marqueurs des fibres des afférences primaires dans
les DRG de singes. Avec notre technique de RNAscope grace aux sondes TAC1 et P2RX3
combinées a I’'immunofluorescence NF200, nous avons observé de forts niveaux de
coexpression entre nos différents marqueurs. Effectivement, pour les neurones NF200-
positifs, nous avons identifié 10,7% de coexpression entre NF200 et TACI1, 32% de

coexpression entre NF200 et P2RX3 ainsi que 5% entre les trois marqueurs. Les neurones
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TAC]1-positifs avaient prés de 20% de coexpression avec NF200, 16,5% de coexpression
avec P2RX3 ainsi que 8,5% avec NF200 et P2RX3. Quant a eux, les neurones positifs pour
P2RX3 coexprimaient a 35% avec NF200, 10,3% avec TACI et 5% avec les deux autres
marqueurs a la fois. 1 est difficile de comparer nos données avec celles de la littérature, car
elles sont peu présentes chez le singe. La seule étude comparant différents marqueurs le fait
partiellement. En effet, nous avons comparé nos trois marqueurs, alors que I’équipe de Pierce
a seulement comparé les fibres myélinisées aux C peptidergiques et les deux types de fibres
C ensemble. Nous avons observé de forts niveaux de coexpression entre NF200 et P2RX3,
nos marqueurs pour les fibres myélinisées et C non peptidergiques, alors que 1’autre étude
voit seulement 3% de coexpression avec ses marqueurs (RT97 et IB4) (Pierce et al., 2006).
Entre TAC1 et P2RX3, nous avions environ 15% de coexpression alors que ’autre équipe
en voyait beaucoup plus (preés de 80%) (Pierce et al., 2006). Ces grandes différences sont
potentiellement dues aux différents marqueurs utilisés entre nos deux études et aux
techniques utilisées. Nous avons utilis¢ par RNAscope les marqueurs TAC1 et P2RX3 et
NF200 par immunofluorescence, alors que I’autre étude a utilisé uniquement par
immunofluorescence les marqueurs RT97, IB4 et CGRP (Pierce et al., 2006). Nous avons
montré dans nos résultats dans les TG de souris que les neurones marqués par IB4 et P2RX3
représentent seulement 23% de la population neuronale marquée par au moins un de ces deux
marqueurs, ce qui peut aussi expliquer la différence observée. Chez 1I’humain, la présence de
CGRP (CALCA) est significativement plus grande que chez la souris (Shiers et al., 2020).
C’est peut-étre aussi le cas chez le singe, ce qui explique le 80% de coexpression avec 1B4
(Pierce et al., 2006). Comme expliqué plus tot, le RNAscope est extrémement sensible et
spécifique, alors que I’immunofluorescence comme dans 1’é¢tude de Pierce peut étre tres
subjective. Puisque les marqueurs que nous utilisons pour marquer les fibres C
peptidergiques (TAC1) et non peptidergiques (P2RX3) ont été confirmés spécifiques a ces
types neuronaux par RNA-seq chez le singe, je crois qu’il est correct de poursuivre le travail
avec ces deux marqueurs et continuer de les associer a leur type de fibre respectif (Kupari et
al., 2021). Evidemment, une étude similaire dans les DRG humains serait pertinente pour
voir I’état et comparer les niveaux de coexpression entre les différents primates que nous

étudions.
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4.3 Distribution du DOP et du MOP dans les TG de rongeurs

Contrairement a la distribution des récepteurs opioides dans les ganglions de la racine
dorsale, celle dans les ganglions trijumeaux est tres peu étudiée. Les études actuelles
démontrent que, chez les rongeurs, le DOP est principalement localis¢ dans les fibres
my¢linisées (Ao, AP et Ad; NF200 positives) et les fibres C peptidergiques (CGRP
positives), alors qu’il n’est pas localis¢ dans les fibres C non peptidergique (IB4 positives)
(Mennicken et al., 2003; Moye et al., 2021; Rice et al., 2016; Ichikawa et al., 2005). De son
coté, le MOP semble seulement exprimé dans les neurones C peptidergiques (Lee et al.,
2016). Malheureusement, ces études n’abordent pas la coexpression entre ces deux
récepteurs opioides. Les résultats que nous avons obtenus a I’aide de 1’hybridation in situ
avec la technologie RNAscope couplée a I’immunofluorescence sont partiellement en accord
avec ce que la littérature actuelle présente, puisque nous voyons bel et bien le DOP dans les
fibres my¢linisées et C peptidergiques. Chez le rat, nous avons montré que le DOP est
majoritairement localisé dans les neurones myélinisés Ao, AP et Ad (66,7% =+ 8,5%) et le
moins retrouvé dans les fibres C non peptidergiques (7,3% + 2,5%) pendant qu’une petite
proportion était dans les fibres C peptidergiques (15,3% =+ 3,3%). Du c6té de la souris. Le
DOP ¢était aussi présent en majeure partie dans les fibres myélinisées (56,1% =+ 5,4%), suivi
des fibres C peptidergiques (17,7% £ 10,6%) et des fibres C non peptidergiques (4,8% =+
1,3% des neurones DOP positifs étaient positifs pour IB4 pendant que 39,0% + 10,0%
coexprimaient P2RX3). En ce qui a trait au MOP, sa distribution est presque égale entre les
fibres my¢linisées (40,5% + 9,4% chez le rat et 49,7% + 4,5% chez souris) et C
peptidergiques (38,0 £ 3,7% chez le rat et 34,4% + 4,0% chez la souris), alors qu’une plus
faible proportion est dans les fibres C non peptidergiques (19,0% £ 9,5% chez le rat et 12,7%
+ 1,7% pour IB4 et 36,5% + 5,8% pour P2RX3 chez la souris). Pour ce qui est de la
localisation de la coexpression entre les deux récepteurs, la majeure proportion d’entre elle
¢tait encore une fois dans les fibres myélinisées Aa,, AP et Ad pour les deux especes étudiées
(58,9% £ 9,9% chez le rat et 72,5% =+ 5,0% chez la souris), suivi des fibres C peptidergiques
(31,5% + 3,8% chez le rat et 26,0% % 9,0% chez la souris) et non peptidergiques (13,1% *
7,5% chez le rat et 3,4% + 1,4% pour IB4 et 41,7% + 10,7 pour P2RX3 chez la souris).

Comme mentionné plus tot, nos résultats supportent donc en partie le fait que le DOP est
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localisé dans les fibres myélinisées et C peptidergiques. Par contre, ils sont différents puisque
nous retrouvons aussi du DOP dans les fibres C non peptidergiques. En effet, en utilisant une
souris DOReGFP combinée a des immunofluorescences, le DOP est retrouvé en grande
partie dans les neurones myélinisés et C peptidergiques (NF200 et CGRP positifs) et non
dans les neurones C non peptidergiques (IB4 positifs) au niveau des ganglions trijumeaux
(Moye et al., 2021). Pour ce qui est du MOP, la littérature cite qu’il est uniquement présent
dans les neurones C peptidergiques (Lee et al., 2016; Rice et al., 2016) ce qui n’est pas le cas
dans notre étude, puisque notre technique le détecte dans tous les types de neurones. Les
disparités dans les résultats obtenus peuvent étre expliquées par les différentes techniques
utilisées dans les études. En effet, nous avons utilisé une technique extrémement sensible et
spécifique pour marquer I’ARNm messager des récepteurs opioides delta et mu, alors que
dans les études étudiant le MOP, un anticorps a plutot été utilisé ce qui peut moins bien
détecter un récepteur présent en moins grande quantité, surtout sachant que la protéine est
principalement localisée dans les terminaisons des afférences primaires contrairement a
I’ARNm. En effet, avec I’utilisation d’immunofluorescence, un seuil doit étre appliqué pour
distinguer les cellules positives du bruit de fond de 1’image ce qui est trés subjectif. De ce
fait, des cellules MOP positives, dans d’autres types de neurones, dans ces études auraient
pu ne pas étre quantifiées a cause de ce seuil. Ensuite, 1’utilisation d’une étiquette GFP sur
un récepteur comme le DOP au niveau de sa queue C-terminale (souris DOR-eGFP) peut
changer sa localisation subcellulaire et donc provoquer des résultats divergents des notres
(Gendron et al., 2016; Gendron et al., 2015; Degrandmaison et al., 2022). Pour terminer, le
marqueur IB4 était utilisé dans les études citées pour identifier les fibres C non
peptidergiques et il n’y avait pas de coexpression avec les récepteurs opioides (Moye et al.,
2021; Rice et al). Dans notre étude, peu de coexpression était présente avec ce marqueur,
alors qu’avec P2RX3 la coexpression entre les récepteurs opioides et les fibres C non
peptidergiques était significativement augmentée chez la souris. Les différences notées sont

potentiellement seulement dues a la différence de marqueurs entre les études.
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Tableau S: Récapitulatif des résultats des études portant sur la distribution des
récepteurs opioides dans les ganglions trijumeaux chez les rongeurs

Distribution du DOP Distribution du MOP Distribution de la coexpression
Etude entre DOP et MOP
Rat Souris Rat Souris Rat Souris
Tous les
Tous les Tous les neurones Tous les Tous les Tous les
Beaulieu et neurones neurones neurones neurones neurones
al., 2023 Principalement
Principalement | Principalement | my¢linisés et C | Principalement | Principalement | Principalement
my¢élinisés my¢élinisés peptidergiques my¢élinisés my¢élinisés my¢élinisés
Mennicken Neurones
etal., 2003 | principalement
de large
diamétre
40% des
neurones DOP
coexpriment
CGRP (C
peptidergiques)
Moye et al., 3,7% des
2021 neurones
totaux
coexpriment
DOP et CGRP
Principalement
localisé dans
les neurones
myélinisés
Forte
coexpression
entre DOP et
Rice et al., CGRP
2016
Trés peu de

coexpression
avec NF200

(my¢linisés)
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Principalement
neurone petit-
moyen
Ichikawa et diamétre
al., 2005
Tous les
neurones DOP
coexpriment
CGRP
Coexpression
Leeetal., avec TRPV1
2016 (C
peptidergiques)

Méme si nos données face a la distribution du DOP semblent prés de ce qui est présent
actuellement dans la littérature (principalement dans les fibres myé¢linisées et C
peptidergiques), nous ne pouvons pas conclure que nous avons exactement les mémes
puisque nous retrouvons aussi le DOP dans les fibres C non peptidergiques et que nous
voyons le MOP dans tous les types de neurones des ganglions trijumeaux. Comme mentionné
ci-haut, le fait que nous utilisons 1’hybridation in situ avec la technologie RNAscope peut
étre 1i¢ a ces différences puisqu’aucune autre des études ne I’a utilisée. En effet, cette
technique treés spécifique marque ’ARNm de nos récepteurs et non la protéine méme. En
sachant que ce n’est pas tout ’ARNm qui sera traduit en protéine, donc en un récepteur
fonctionnel, il est possible que cela entraine des différences. De plus, certains marqueurs
neuronaux utilisés divergeaient entre les études. Par exemple, la littérature citée utilisait
majoritairement CGRP comme marqueur des fibres C peptidergiques, alors que nous nous
sommes plutdt tournées vers TACI que nous possédions déja au laboratoire. Du c6té des
fibres C non peptidergiques, nous avons remarqué dans notre étude que le marquage par IB4
et P2RX3 a seulement 23% de coexpression et que la distribution des récepteurs opioides est
significativement différente entre ces deux marqueurs. Cela peut donc expliquer que les
¢tudes citées ne voient pas de coexpression entre le DOP/MOP et les fibres C non
peptidergiques, sachant que seulement 1B4 a ét¢ employé. Je crois tout de méme que cette
¢tude peut trés bien démontrer la distribution des récepteurs au niveau de tous les neurones

des ganglions trijumeaux chez le rat comme chez la souris. Le RNAscope est encore une
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nouvelle technique ce qui peut expliquer pourquoi les études plus anciennes ne I’ont pas

utilisé.

4.4 Différences dans la distribution du DOP et du MOP entre les types d’afférences
primaires
Pendant cette étude, nous avons découvert quelques différences dans la distribution des
récepteurs opioides entre les différents types d’afférences primaires d’une méme espéce. En
effet, la distribution du DOP et du MOP n’est pas nécessairement la méme dans un DRG et
un TG. Chez le rat, nous avons seulement observé une différence pour les neurones MOP
positifs qui coexpriment aussi avec le DOP ou la quantité de neurones était significativement
plus grande dans les DRG que dans les TG. Chez la souris, le DOP, le MOP et la coexpression
entre le DOP et le MOP dans les fibres C non peptidergiques sont significativement plus
grands dans les DRG (marqueur utilis¢ P2RX3) que dans les TG (marqueur utilisé IB4). De
plus, le MOP coexprime significativement plus avec NF200 et le DOP dans les TG de souris

en comparaison avec les DRG de souris.

-+ RNAscope

e e DOP and MOP —
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Figure 20: Schématisation des différences obtenues dans la distribution des récepteurs
opioides entre les types d'afférences primaires

Schéma expliquant la méthodologie utilisée pour étudier la distribution des récepteurs opioides dans
les afférences primaires de rongeurs ainsi que les résultats obtenus pour la distribution du MOP dans
les DRG et TG. Comme observé sur le schéma, la distribution est différente entre les deux tissus.
Inspiré de Papalampropoulou-Tsiridou et al., 2022. Figure créée a ’aide de Biorender.
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Comme mentionné plus tot, le méme marqueur des fibres C non peptidergiques n’a pas été
utilisé pour toutes les especes étudi¢es (IB4 pour le rat et les TG de souris et P2RX3 pour la
souris et le singe). En effet, I’anticorps IB4 que nous avons utilisé chez le rat ne fonctionnait
pas dans les DRG frais de souris avec lesquels nous devons travailler. Le choix du marqueur
P2RX3 par RNAscope a été fait, puisque celui-ci est aussi reconnu pour marquer les fibres
C non peptidergiques et certaines études mentionnent qu’il colocalise a 94% avec 1B4
(Basbaum et al., 2009; Julius et Basbaum, 2001; Vulchanova et al., 1998). Par contre, dans
nos analyses nous avons obtenu des résultats assez différents de ce que présente la littérature.
En effet, nous avons comparé le marquage 1B4 a celui de P2RX3 dans les TG de souris di
aux nombreuses différences obtenues entre les especes et les types d’afférences primaires
dans les fibres C non peptidergiques qui n’avaient pas le méme marqueur. En combinant le
RNAscope pour P2RX3 et I'immunofluorescence avec IB4, nous avons observé que
seulement 40% des neurones IB4-positifs sont P2RX3-positifs et qu’a I’inverse, 35% des
neurones P2RX3-positifs sont IB4-positifs. De fagon encore plus surprenante, seulement
23% de la population neuronale positive pour au moins un de ces deux marqueurs
coexprimaient IB4 et P2RX3. Cela nous améne donc a croire que ces deux marqueurs
n’identifient pas exactement la méme population neuronale. La technique de RNA-seq chez
la souris a récemment montré qu’un groupe de neurones non peptidergiques exprime
légérement P2RX3 alors qu’IB4 y est absent (Usoskin et al., 2015). En poursuivant nos
analyses statistiques, nous avons vu que les différences observées entre la distribution du
DOP, MOP et de la coexpression entre les récepteurs dans les fibres C non peptidergiques
avec le marqueur P2RX3 dans les TG et les DRG de souris n’étaient plus présentes. Cela
confirme donc notre hypothése que c’est plutot le changement de marqueur qui induisait les
différences observées. Les réelles différences présentes, soient le MOP qui coexprime plus
avec le DOP dans les TG de rats et de souris et le MOP qui coexprime plus avec NF200 dans
les TG de souris que dans les DRG, peuvent indiquer que I’interaction entre le DOP et le
MOP est différente entre les DRG et les TG, toutes espeéces confondues, et que le role du
MOP est potentiellement plus important pour la détection des douleurs mécaniques faciales
que celles dans le reste du corps chez la souris. Une seule autre étude compare la distribution

du DOP entre les DRG et le TG d’une méme espéce (aucune ne s’intéresse au MOP ou a la
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coexpression entre les deux récepteurs). Dans cette étude faite par hybridation in situ, les
auteurs ne voient aucune différence dans la distribution de I’ARNm du DOP entre les DRG
et les TG de rats et d’humains (Mennicken et al., 2003). En effet, pour le rat, le marquage le
plus intense se situe au niveau des neurones de large diamétre dans les DRG et TG, alors que
pour I’humain le marquage était présent avec la méme intensité dans tous les types de
neurones dans les deux tissus (Mennicken et al., 2003). Leurs résultats correspondent donc
avec les notres, car tout comme nous, ils ne voient pas de différence dans la distribution du
DOP entre les différents types de neurones chez le rat. Une étude assez récente de
transcriptomique a obtenu des différences entre I’expression génique dans les DRG vs les
TG de souris, car certains genes étaient spécifiques au DRG ou au TG (Sharma et al., 2020).
De fagon similaire a ce que nous avons obtenu, les récepteurs opioides ne sont pas identifiés
dans les génes dont 1’expression change entre les DRG et les TG (Sharma et al., 2020; Megat
et al., 2019). Dans notre cas, 1’expression du MOP dans les neurones myélinisés est présente
dans une plus grande proportion de neurones dans les TG comparativement aux DRG, ce qui
n’est pas montré dans les études de RNAseq. Cette différence est peut-étre due au fait que
les techniques utilisées sont différentes. Cela nous améne a émettre comme hypothése que le
role des récepteurs opioides est similaire dans les DRG et dans les TG. Evidemment, de

nouvelles études sont nécessaires pour confirmer notre résultat et cette nouvelle hypothése.

4.5 Différences dans la distribution du DOP et du MOP entre les espéces

Une des choses que nous avons observées dans cette étude est la présence de différences
significatives entre la distribution du DOP et du MOP dans les DRG et les TG entre les
especes étudiées (rat, souris et singe). Le plus grand nombre de divergences pergu était pour
la distribution du DOP, suivi du MOP alors qu’une seule différence était présente pour la
coexpression entre le DOP et le MOP. Toutes les différences présentes pour la distribution
du DOP entre les especes sont détectées au niveau des DRG. Un des grands changements
interespece pour le DOP est qu’il est moins exprimé dans les fibres myélinisées chez le singe
en comparant au rat et a la souris alors qu’il est dans un plus grand nombre de fibres C
peptidergiques chez le singe comparativement au rat. Le rat posséde aussi plus du DOP dans
ses fibres myélinisées que chez la souris. Ensuite, ’ARNm du DOP qui coexprime avec le

MOP est significativement plus grand chez le rat que chez le singe. Pour les fibres C non
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peptidergiques, le rat possede significativement plus de coexpression DOP-IB4 que le singe
et la souris avec DOP-P2RX3. Pour ce qui est des différences interespeces pour le MOP, la
quantité de neurones MOP-TAC1 et MOP-DOP dans les DRG est significativement plus
grande chez le singe que chez le rat et la souris. Dans les TG, la quantité de neurones MOP
positifs qui coexprime le DOP est plus grande chez la souris que chez le rat. Pour les
différences entre les neurones qui coexpriment le DOP et le MOP, les seules présentes sont
au niveau des fibres C non peptidergiques des DRG. En effet, la quantité de neurones DOP-
P2RX3 est plus grande chez le singe et la souris que chez le rat avec DOP-IB4. Comme
expliqué dans la section précédente, nous avons remarqué que les marqueurs P2RX3 et IB4
n’identifient pas exactement la méme population neuronale. Comme pour les différences
percues entre les DRG et les TG de souris dans les fibres C non peptidergiques, celles
obtenues aussi dans ces fibres peuvent étre oubliées puisqu’elles sont dues a 1’utilisation de
marqueurs différents ne marquant pas la méme population neuronale. Aucune autre étude ne
s’intéresse a la comparaison de la distribution du DOP et du MOP a la fois dans les DRG.
Par contre, certaines le font pour un récepteur a la fois. Pour commencer, deux études ont
observé par immunohistochimie le DOP et le MOP dans des neurones de petit diametre dans
les DRG de rats et de singes, donc il n’y avait pas de différence entre les especes (Zhang et
al., 1998; Zhang et al., 1998). Ces résultats sont différents des ndtres, ot nous voyons une
différence dans la distribution des fibres C peptidergiques pour le DOP et le MOP. En effet,
nous voyons plus de neurones positifs pour les récepteurs opioides et TACI1 chez le singe
que chez le rat. Cette différence peut encore une fois étre expliquée par la différence de
techniques utilisées. Le RNAscope est trés spécifique et sensible alors que l’utilisation
d’anticorps contre le DOP ne I’est pas nécessairement. Une autre étude sur le DOP a obtenu
des différences dans la distribution de celui-ci dans les DRG entre especes (Mennicken et al.,
2003). Chez le rat, le DOP était principalement dans les fibres de large diameétre, alors que
chez le singe il était plus au niveau des fibres de moyen diameétre (Mennicken et al., 2003).
Ces résultats sont partiellement en accord avec ceux que nous avons obtenus. Effectivement,
nous ne pouvons pas tirer de conclusion pour les fibres de moyen diametre, car les fibres Ad
sont marquées avec les autres fibres myélinisées avec le marqueur NF200. Par contre, nos
résultats montrent qu’il y a significativement plus de DOP qui coexprime avec NF200 dans

les DRG de rats comparativement a ceux de singes ce qui concorde bien avec I’augmentation
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du DOP dans les fibres de large diameétre chez le rat comparativement au singe dans 1I’étude
de Mennicken. La seule différence obtenue dans I’étude de Zhang était pour la quantité du
MOP qui était plus grande chez le rat que chez le singe. Une étude de RNA-seq a aussi obtenu
des résultats sur la quantit¢ du MOP, ou il était enrichi dans les DRG humains
comparativement a ceux de souris (Tavares-Ferreira et al., 2022). Ce méme genre de
changement dans la quantité de récepteurs a aussi été observé avec ’ARNm du DOP ou il
¢tait plus présent dans les DRG de singes et d’humains que chez le rat (Mennicken et al.,
2003). Puisque nous n’avons pas quantifié¢ la quantité¢ de récepteurs dans les DRG, nous ne
pouvons malheureusement pas comparer nos résultats de ce coté. Malheureusement, aucune
autre étude ne s’est intéressée aux différences interespeces de la distribution du MOP au
niveau des TG ce qui empéche la comparaison de nos résultats. Le reste de nos différences
suggere tout de méme que le role du DOP et du MOP pourrait varier entre les espéces,
puisqu’ils ne sont pas localisés au méme endroit. En effet, le DOP pourrait étre plus impliqué
dans le controle de la douleur mécanique chez le rat (beaucoup plus dans les fibres
my¢linisées que les deux autres espéces), alors que chez le singe il pourrait étre plus impliqué
dans la douleur thermique (plus forte expression dans les fibres C peptidergiques que le rat)
(Cavanaugh et al., 2009; Petitjean et al., 2019, McCoy et al., 2013; Almeida et al., 2004;
Millan, 1999). De plus les changements interespéces entre le DOP qui coexprime avec le
MOP (et vice versa), incite a croire que I’interaction entre ces récepteurs est différente entre
chacune des espéces. En observant la distribution du DOP entre les especes, il est possible
de voir que la plupart des différences présentes sont entre le rat et le singe. Cela porte donc
a croire que la distribution du DOP chez la souris est plus prés de celle des especes
supérieures. La souris serait donc potentiellement un meilleur modele que le rat pour étudier
le DOP au niveau des DRG. Quant au MOP, ce genre d’observation n’est pas possible,
puisque les différences sont présentes entre le rat et le singe et entre la souris et le singe. Ce
genre de conclusion n’est pas possible pour les TG, puisque nous n’avons pas étudié la
distribution au niveau des espéces supérieures. Pour étudier ce récepteur, 1’utilisation de
neurones de DRG d’humains/singes en culture serait donc a privilégier pour mieux
comprendre leur fonctionnement. En effet, méme s’il est plus facile de se procurer des souris,
il ne faut pas oublier qu’au bout du compte, nous voulons aider les humains avec leur douleur.

En étudiant un récepteur qui ne correspond pas a ce que nous retrouvons chez I’humain, nous
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risquons d’obtenir des données qui ne se pas transposables a ’humain et qui ne permettent
pas de se rapprocher d’un éventuel traitement. Evidemment, avoir la distribution compléte
du DOP chez I’humain sera nécessaire pour confirmer cette idée. Ces différences montrent
aussi I’importance de comparer nos résultats avec ceux d’équipes qui travaillent avec la
méme espece (arréter de comparer des résultats obtenus chez la souris avec ceux chez le rat)
que nous, puisque ceux-ci peuvent varier d’une espece a 1’autre. Comme démontré dans ma
maitrise, la quantité de DOP présent dans les neurones NF200 positifs est significativement
plus grand chez le rat que chez la souris. Pour terminer, les variations interespeces obtenues
pour un récepteur n’étaient pas nécessairement présentes pour I’autre. Cela indique que ces
changements étaient spécifiques a chacun des deux récepteurs, ce qui montre que ceux-ci
n’agissent potentiellement pas de la méme fagcon dans chacune des especes. Au final, nous
avons maintenant plein d’outils disponibles pour effectuer de la recherche translationnelle.

Les utiliser permettra seulement d’avoir des résultats plus représentatifs pour I’humain.
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Figure 21: Schématisation des différences obtenues dans la distribution des récepteurs
opioides dans les DRG de différentes espéces

Schéma expliquant la méthodologie utilisée pour étudier la distribution des récepteurs opioides dans
les DRG de différentes espéces ainsi que les résultats obtenus pour la distribution du DOP chez celles-
ci. Comme observé sur le schéma, la distribution est différente entre chacune des espéces. Inspiré de
Papalampropoulou-Tsiridou et al., 2022. Figure créée a 1’aide de Biorender.
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4.6 Potentiel analgésique du DOP et du MOP selon leur distribution

Que ce soit dans les DRG ou les TG, les rongeurs ou les primates, le DOP et le MOP sont
distribués dans tous les types de neurones des afférences primaires. Cela suggere donc que
les deux récepteurs sont impliqués dans le contrdle de la douleur, et ce dans celles de type
mécanique et thermique. Comme expliqué en introduction, les fibres Ad sont impliquées dans
les douleurs mécaniques (principalement type 1) et thermiques (principalement type 2)
(Almeida et al., 2004; Millan et al., 1999). Le role des fibres C est encore discutable, car
certaines équipes croient qu’elles sont polymodales pendant que d’autres croient qu’elles
sont plutot impliquées dans les douleurs thermiques (C peptidergiques) et mécaniques (C non
peptidergiques) séparément (Tarpley et al., 2004; Almeida et al., 2004; Vulchanova et al.,
2001; Basbaum et al., 2009; Petitjean et al., 2019; Cavanaugh et al., 2009; McCoy et al.,
2013). Puisque les deux récepteurs sont présents dans les fibres A (marquées par NF200) et
dans les fibres C peptidergiques et non peptidergiques, nous croyons que ces deux récepteurs
sont impliqués dans le contrdle des deux types de douleur. Evidemment, nous pensons que
les proportions d’expression des récepteurs dans chacun des types de neurones peuvent
influencer le rdle principal d’un récepteur. Par exemple, le role du DOP dans les DRG chez
le singe pourrait étre principalement dans les douleurs mécaniques, puisqu’il est
principalement localisé dans les fibres C non peptidergiques, alors que celui du MOP serait
plus au niveau des douleurs thermiques, car il est majoritairement exprimé dans les fibres C
peptidergiques (Cavanaugh et al., 2009; Petitjean et al., 2019; McCoy et al., 2013). Dans les
TG de rats comme de souris, le réle du DOP pourrait étre principalement impliqué dans la
douleur mécanique, puisque son plus fort niveau d’expression est dans les fibres myélinisées.
Pour le MOP dans les deux espéces de rongeurs, exprimé presque également dans les fibres
my¢linisées et C peptidergiques, le role pourrait étre autant dans le controle des douleurs
mécaniques que thermiques. Plusieurs études comportementales chez les rongeurs semblent
en accord avec cela. En effet, le laboratoire a déja montré par électrophysiologie
extracellulaire que des agonistes DOP et MOP peuvent inhiber la transmission de 1’influx
nerveux douloureuse suivant une stimulation nociceptive mécanique et thermique
(Normandin et al., 2013). La délétion du DOP au niveau des neurones nociceptifs des
afférences primaires (exprimant Nav1.8) empéche la réponse analgésique du SNC80, un

agoniste DOP, lors de stimuli mécaniques ce qui indique son rdle dans le contrdle de la
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douleur thermique (Gaveriaux-Ruff et al., 2011). En réinstaurant le DOP au niveau des
afférences primaires, la deltorphine II, un autre agoniste DOP, permet de réinstaurer
I’analgésie perdue dans des souris DOP-KO lors de stimuli nociceptifs thermiques, ce qui
montre aussi I’implication du DOP dans ce type de douleur (Degrandmaison et al., 2020).
L’efficacité d’agonistes DOP lors de stimulations mécaniques nociceptives dans un modéele
migraineux permet de supporter ’idée du role du DOP dans le contrdle des douleurs
mécaniques, mais cette fois-ci au niveau du visage (Bertels et al., 2022; Bertels et al., 2021;
Dripps et al., 2020; Moye et al., 2021). Evidemment, ce genre de test comportemental est
beaucoup plus complexe chez I’humain. Sachant, que le DADLE (agoniste DOP) permet de
procurer de I’analgésie chez I’humain souffrant de douleurs cancéreuses et que le DOP est
localisé dans les nocicepteurs chez les primates nous pousse a croire que le DOP a un réle
dans le contrdle des douleurs thermiques et mécaniques chez I’humain (Krames et al., 1986;

Moulin et al., 1985; Onofrio et Yaksh, 1983).

La coopération entre le DOP et le MOP est quelque chose qui est observé depuis plusieurs
années déja. Que ce soit par [’absence de tolérance des agonistes MOP lors d’un KO DOP
ou de I’augmentation de 1’analgésie des agonistes DOP lors de la stimulation du MOP, une
interaction entre les deux récepteurs est belle et bien présente (Gendron et al., 2007; Gendron
et al., 2006; Guan et al., 2005; Zhu et al., 1999; Chefer et Shippenberg, 2009). L’hétéromere
formé par ces deux récepteurs a aussi ét¢ démontré et certaines molécules sont méme
développées pour I’activer (Metcalf et al., 2012; Gomes et al., 2013; Tiwari et al., 2020;
Fujita et al., 2020). Cet hétéromere est donc lui-méme une cible dans le traitement de la
douleur (Gendron et al., 2015; Gupta et al., 2010; Fujita, 2020; Constantino et al., 2012;
Fujita et al., 2014). Bien que nos résultats ne regardent pas 1’hétéromérisation entre les deux
récepteurs, mais bien I’expression du DOP et du MOP dans les mémes neurones des
afférences primaires, nous voyons de bonnes proportions neuronales les exprimant tous deux.
Puisqu’ils sont présents au méme endroit, nous croyons que I’hétéromérisation entre le DOP
et le MOP est possible dans les neurones de DRG et de TG, et ce, dans toutes les especes
¢tudiées. Puisque le plus fort niveau de coexpression entre les deux récepteurs est toujours

au niveau des neurones my¢linisés (TG, DRG et différentes espéces), nous croyons que le
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role de cet hétéromére serait potentiellement plus au niveau du traitement des douleurs

mécaniques.

4.7 Impact du sexe et de ’dge dans la distribution du DOP et du MOP

4.7.1 Impact du sexe

Comme mentionné en introduction, des différences de sexe et de genre sont présentes dans
la douleur chronique ou les femmes sont plus touchées que les hommes (Mogil, 2020; Loyd
et Murphy, 2014). Du c6té de 1’analgésie procurée par les opioides, de nombreuses études
énoncent qu’une efficacité diminuée est présente chez la femme comparativement a ’homme
(Fullerton et al., 2018; Wang et al., 2006). Différentes études de transcriptomique se sont
donc intéressées aux genes exprimés de fagcon différents dans les DRG humains d’hommes
et de femmes. Ces études ont permis d’identifier de nombreux geénes exprimés de fagon
différentiels entre les hommes et les femmes (Tavares-Ferreira et al., 2022). Parmi ceux-ci,
plusieurs étaient grandement impliqués dans la réponse neuro-immunitaire et la plasticité
neuronale (Ray et al., 2023; North et al., 2019). Par contre, ces études ont toutes en commun
de ne pas voir d’expression différentielle au niveau des récepteurs opioides. Les études se
penchent donc sur le fait que les différences intersexes pourraient étre dues a des différences
anatomiques et physiologiques dans le circuit PAG-RVM-moelle épiniére puisque
I’administration de morphine systémique permet une activation plus grande de ce circuit chez
I’homme que chez la femme (Fullerton et al., 2018; Loyd et Murphy, 2014; Shansky et
Murphy, 2021). De plus, les rats males présentent une plus grande densité de MOP au niveau
du PAG que les rats femelles (Fullerton et al., 2018). Aussi, ’ECso pour 1’administration de
morphine systémique est deux fois plus grand chez la femme que chez ’homme (Loyd er
Murphy, 2014). Chez I’humain, une douleur musculaire active moins le MOP chez la femme
que chez I’homme et I’activation de ce méme récepteur est estradiol dépendant chez la femme
(Greenspan et al., 2007). Le PAG et les voies descendantes seraient donc plus impliqués dans
les différences observées que les vois ascendantes auxquelles je m’intéresse dans cette étude
(Cantu et al., 2022; Shansky et Murphy, 2021). Ces données correspondent a des données
obtenues au laboratoire. En effet, j’ai fait une collaboration avec un laboratoire en France

durant laquelle j’ai étudié la distribution du DOP dans le TG de rats males et femelles en
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condition de migraine ou non (résultats non montrés dans ce manuscrit) durant laquelle
aucune différence n’a pu étre observée entre les rats males et femelles en condition de
migraine ou non. De plus, un modele de souris cKI-FLAG-DOP est présent au laboratoire
(Figure 22) dans lequel le DOP est uniquement exprim¢ au niveau des afférences primaires.
Les résultats préliminaires sur ces souris nous indiquent qu’aucune différence n’est présente
dans les tests comportementaux douloureux entre les males et les femelles ayant regu un

agoniste DOP (résultats non montrés dans ce manuscrit).

4.7.2 Impact de I’dge

Plusieurs études démontrent que la douleur chronique augmente avec 1’age ce qui est
notamment observé avec le vieillissement de la population et I’augmentation de la prévalence
des conditions associées aux douleurs persistantes (Tinnirello et al., 2021). La prévalence de
différents types de douleur varie aussi avec I’age. Par exemple, les douleurs migraineuses ont
tendance a diminuer dans la population a partir de la quarantaine, alors que la fibromyalgie
et les douleurs articulaires persistent beaucoup plus longtemps (Greenspan et al., 2007). De
nombreux changements tant au niveau du systéme nerveux périphérique que central seraient
la cause des changements avec 1’dge du traitement de la douleur. Par exemple, une perte des
mécanorécepteurs et des fibres neuronales en plus d’une diminution du flux sanguin de la
peau et de la vitesse de conduction peuvent expliquer la diminution de sensibilité (Tinnirello
et al.,, 2021). De plus, les CIDN sont moins efficaces chez les personnes agées et une
diminution de la densité du MOP au niveau supraspinal est observée (Tinnirello et al., 2021).
Des ¢études chez I’humain ont aussi observé une diminution du MOP par autoradiographie au
niveau des centres supérieurs chez des individus souffrant de douleur chronique (Jones et al.,
1994; Harris et al., 2007). Du co6té de I’analgésie procurée par les opioides sur le marché, des
différences sont aussi observées en fonction de 1’dge comme des différences dans la
pharmacocinétique des opioides observées dans le temps (Zhao et al., 2012). Ensuite, des rats
agés ont besoin de dose de morphine deux fois plus grande que les rats adultes pour obtenir
un méme effet analgésique dans un modele de douleur inflammatoire chronique (Fullerton et
al., 2021). Il a aussi été démontré que des rats agés avaient une signalisation du MOP
diminuée au niveau du PAG ventrolatéral (vVIPAG) : une diminution de I’expression du MOP,

du potentiel de liaison d’un agoniste MOP a son récepteur, de I’activation des protéines G et
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de I’inhibition de I’AMPc (Fullerton et al., 2022; Fullerton et al., 2021). Etonnamment, I’age
ne cause aucune différence sur I’expression de I’ARNm du MOP au niveau du vIPAG de rat
ce qui indique que les différences présentes seraient dues a une dérégulation de la synthése
de protéine (Fullerton et al., 2022). Au niveau des ganglions de la racine dorsale, I’inverse
est plutdt observé ou une douleur inflammatoire chronique permet I’augmentation de la
quantité¢ de MOP ce qui suggere un effet région spécifique de la douleur inflammatoire sur
le récepteur mu (Zollner et al., 2003). Au final, tout comme pour le sexe, la majorité des
différences présentes entre les individus jeunes, adultes et agés semble provenir du cerveau

et non au niveau des voies ascendantes de la douleur qui sont mon centre d’intérét.

4.7.3 Explication des modéles utilisés

4.7.3.1 Humains

Les DRG humains que nous avons obtenus proviennent d’une plateforme a I’Université
McGill qui collabore avec Transplant Québec. Lorsqu’une personne déceéde et qu’elle donne
ses organes, 1’équipe est envoyée sur place pour récolter les tissus qui me sont ensuite
envoyés. Evidemment, nous ne savons jamais qui décéde (son age, cause du décés, origine
ethnique, sexe et genre) et puisqu’il n’y a pas beaucoup d’opportunité d’obtenir ces tissus
précieux, nous acceptons ce que nous avons déja la chance d’obtenir. Pour terminer, les
¢tudes étudiants les DRG humains sont toutes similaires sur ce méme point : les individus
sont tous d’age variable avec une proportion homme-femme qui est trés rarement 1 :1 (Shiers
et al., 2020; Shiers et al., 2021; Papalampropoulou-Tsiridou et al., 2022; Shiers et al., 2023;
Mitchell et al., 2023).

4.7.3.2 Singes

Puisque nous n’utilisons pas de modéle de singes au laboratoire, nous avons dii trouver un
laboratoire utilisant ce mod¢le animal pour obtenir nos DRG. Sachant que les laboratoires
Charles Rivers de Sherbrooke utilisent ces animaux, nous les avons contactés. Nous avons
donc réussi a obtenir les DRG d’une cohorte de singes cynomolgus males agés de 4 et 5 ans
qui étaient euthanasiés la semaine suivante du contact. Puisque seuls ces singes étaient

euthanasiés, nous ne pouvions pas avoir de DRG de femelles ni d’age différent.
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4.7.3.3 Rats

Puisque nous intéressons aux différences entre la distribution du DOP et du MOP dans les
ganglions trijumeaux et les ganglions de la racine dorsale de rat, nous voulions minimiser les
différences dans le modele utilisé dans les deux études. Puisque 1’étude effectuée dans les
DRG (Quirion et al., 2022) ¢était uniquement faite sur des rats males adultes, nous avons

choisi d’utiliser des rats males adultes pour la distribution dans les TG.

4.7.3.4 Souris

Puisque la seule autre étude s’intéressant a la distribution du DOP dans les TG de souris est
faite chez un mélange de souris males et femelles (Moye et al., 2021), nous avons choisi de
faire la méme chose. Dans I’étude de Moye et al., les données sont distribuées de fagcon
normale ce qui indique que les souris males et femelles ont une distribution similaire (Moye
et al., 2021). Les souris utilisées dans mon étude sont du méme age (poids) que celle utilisée
dans une étude précédente au laboratoire s’intéressant a la distribution du DOP et du MOP

dans les DRG de souris (Quirion et al., 2022).

4.8 Forces et limitations de I’étude

Je crois que la force majeure de notre étude est I'utilisation du RNAscope pour marquer
I’ARNm des récepteurs opioides. Méme si nous marquons I’ARNm et non les récepteurs
eux-mémes, je crois que cette technique est trés pertinente dans notre cas puisque les
anticorps contre les RCPG (comme les récepteurs opioides) s’averent non spécifiques. De
son cOté, le RN Ascope est extrémement sensible, spécifique et permet méme de détecter de
I’ ARN partiellement dégradé, ce qui n’était pas le cas avec I’hybridation in situ plus ancienne
(ACDBAIo, s.d.). Pour y parvenir, trois sondes en forme de double Z doivent s’hybrider une a
coté de 'autre avec I’ARNm ciblé pour étre amplifiée a plusieurs reprises, puis détectée (il
est peu probablement qu’autant de sondes se lient de facon non spécifique une a coté de
I’autre, ce qui empéche I’amplification de signal non spécifique) ce qui assure la spécificité

et la sensibilité du signal (ACDbio, s.d.).
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La technique de RNAscope mene a notre seconde force, soit la comparaison entre les
différentes espéces. Effectivement, en ciblant I’ARNm, 1’outil que nous utilisons permet de
regarder la distribution dans toutes les espeéces souhaitées. L’utilisation de souris
transgéniques peut Etre treés utile dans certains cas, mais il est impossible de modifier
génétiquement un humain pour étudier la distribution du DOP grace a une protéine
fluorescente qui y est attachée. Cela rend donc notre étude unique. La comparaison
interespece nous a permis de voir des différences dans la distribution des récepteurs opioides
qui n’avaient jamais €été observées auparavant dii au manque d’études chez les especes
supérieures. Effectivement, ces différences indiquent des rdles différents du DOP entre les

especes ce qui prouve I’importance d’effectuer des études chez I’humain.

Du c6té des limitations, il ne faut pas oublier le fait que nous étudions I’ARNm des récepteurs
et non les protéines. Les résultats obtenus peuvent donc varier pour la protéine fonctionnelle.
En effet, un ARNm peut étre instable et produire moins de protéine ce qui surestimerait nos
résultats ou a I’'inverse, un ARNm peut étre traduit a de multiples reprises par cascade
d’amplification ce que sous-estimerait nos résultats. Malheureusement, la corrélation entre
la transcriptomique et la protéomique est treés difficile pour les récepteurs opioides.
Effectivement, les GPCR comme les récepteurs opioides manquent d’anticorps spécifiques
(d’ou I'utilisation de leur ARNm) en plus d’avoir des niveaux d’expression protéique tres
bas (Degrandmaison et al., 2020). Par exemple, le DOP n’est pas détecté par autoradiographie
dans les DRG ainsi que dans des études de protéomique dans les DRG de rats et humains
(Mennicken et al., 2003; Schwaid et al., 2018). Pour le moment, nous ne pouvons donc pas
corréler nos données sur I’ARNm de nos récepteurs opioides avec ceux de leurs protéines
fonctionnelles. Certaines expériences pourraient étre mises en place au laboratoire dans le
futur pour remédier a ce probléme (présent dans la section perspective). Par la suite, la
présence de I’ARNm dans un type neuronal ne peut confirmer que la protéine y sera aussi
présente, ce qui peut induire des changements dans la distribution de I’ARNm et la protéine.
Dans le méme ordre des choses, nous avons établi que le seuil pour un neurone positif était
de cinq copies de I’ARNm, mais ne nous ne savons pas si ce seuil est suffisant pour entrainer

une réponse physiologique des récepteurs.
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Pour terminer, je crois que le nombre de marqueurs neuronaux utilisés pourrait étre
augmenté. Il est vrai que NF200, TACI1, IB4 et P2RX3 sont fortement utilisés dans la
littérature, mais nous avons vu de grandes différences entre le marquage 1B4 et P2RX3 qui
doivent marquer les mémes neurones. Il est donc possible que d’autres soient présentes entre
TACI et CALCA, deux marqueurs des fibres C peptidergiques. De plus, des marqueurs
existent pour des sous-populations précises de fibres comme TH pour les fibres C-LTMRs
(Rostock et al., 2018). Au final, je crois qu’avoir plus de marqueurs permettrait seulement
d’avoir des résultats plus précis sur la distribution et éventuellement sur le role potentiel de

nos récepteurs.
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PERSPECTIVES

Suite a cette étude, de nombreuses voies s’offrent a nous pour des projets futurs visant a
mieux comprendre le rdle et le fonctionnement des récepteurs opioides dans le controle de la
douleur. Comme mentionné a plusieurs reprises, nous avons évalué la distribution du DOP
et du MOP a I’aide de I’ARNm des récepteurs. Nous avons donc seulement quantifié¢ les
neurones positifs aux récepteurs et aux marqueurs neuronaux. Quelque chose qui serait
intéressant de faire, serait de quantifier le nombre total de neurones qui expriment les
récepteurs (et ceux qui ne I’expriment pas) pour voir si I’expression varie entre les especes.
Pour amener plus de précision, le diamétre de tous les neurones quantifiés pourrait aussi étre
compté pour avoir une meilleure idée de la distribution du DOP et du MOP dans une méme

population neuronale et si cette population change entre les espéces (Shiers et al., 2020).

5.1 Utilisation de marqueurs spécifiques a I’humain

Une des premiéres choses a faire une fois les manipulations terminées avec les marqueurs
actuels sur les DRG humains est 1’utilisation de marqueurs plus spécifiques aux types de
neurones des DRG humains. Comme énoncée, la distinction entre les fibres C peptidergiques
et non peptidergiques ne se fait pas chez I’humain, le terme nocicepteur est beaucoup plus
approprié (Shiers et al., 2020; Shiers et al., 2021). Puisque NF200 marque presque tous les
neurones de DRG humains, nous n’avons plus de marqueurs pour les fibres Aa, A et Ad
(Shiers et al., 2020; Haberberger et al., 2019; Rosotck et al., 2018). Nous allons donc utiliser
un marqueur pour les propriocepteurs, un autre pour les nocicepteurs et un dernier pour les
mécanorécepteurs pour mieux comprendre le réle du DOP chez I’humain, ce qui s’avere plus
complexe que chez les autres especes étudiées. Suite aux recherches effectuées, nous nous
sommes tournés vers les marqueurs PVALB, SCN10A et NTRK3 (sondes présentes dans le
tableau 2). Parmi les études consultées, PVALB (géne codant pour la parvalbumine) faisait
partie des genes les plus exprimés pour identifier les propriocepteurs chez I’humain (Saito-
Diaz et al., 2021; Nguyen et al., 2021; Tavares-Ferreira et al., 2022; Hall et al., 2022).
Ensuite, SCN10A est le géne codant pour le canal Nav1.8, un nocicepteur bien connu et

fonctionnel et ce méme dans les DRG humains (Tavares-Ferreira et al., 2022; Nguyen et al.,
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2021; Shiers et al., 2020; Han et al., 2015; Flegel et al., 2015; Saito-Diaz et al., 2021). Pour
ce qui est des mécanorécepteurs, nous avons choisi NTRK3, car il est présent dans les DRG
humains au niveau des fibres A SA et RA (Tavares-Ferreira et al., 2022). De plus, la sonde
Piezo2 (un autre fort candidat) n’existait pas chez ACDBIo, ce qui a facilité notre choix. Pour
terminer, plusieurs études ont montré que ces différentes sondes de RNAscope fonctionnent
bien dans les DRG humains ce qui justifie nos décisions (Hall et al., 2022; Tavares-Ferreira
et al., 2022; Shiers et al., 2020). Tout comme dans les DRG de singes, nous voulons aussi
vérifier si de la coexpression est présente entre les marqueurs des fibres afférentes.
Effectivement, je crois qu’il serait intéressant de voir si les patrons de coexpression sont

similaires entre les deux types de primates.

5.2 Etude de la distribution du DOP et du MOP dans les TG de primates

En second lieu, je pense qu’investiguer la distribution du DOP et du MOP dans les TG
d’humains pourrait étre intéressant. Effectivement, une étude de RNA-seq a vu la présence
du DOP dans les TG humains (Flegel et al., 2015). La plupart des différences obtenues pour
la distribution du DOP et du MOP entre les especes dans les DRG étaient principalement
entre les rongeurs et les primates et non entre les rongeurs eux-mémes. Il est donc possible
que des différences soient aussi notables entre le rat et ’humain ou entre la souris et I’humain
au niveau des TG. Cela permettrait donc de mieux transposer le role de DOP dans les
douleurs orofaciales chez I’humain. Pour ce faire, nous pourrions utiliser le contact que nous
avons a I’Université McGill qui nous a procuré les DRG humains. Sinon, nous pourrions
faire affaire avec les neurochirurgiens présents a Sherbrooke pour prélever les TG lorsque

les patients décédés font don de leurs organes.

5.3 Etude d’une souris humanisée

Une troisiéme chose a faire serait d’étudier le role du DOP plus précisément dans les
afférences primaires a I’aide d’une souris dite humanisée. En combinant la souris FLAG-
DOP KO que nous possédons au laboratoire avec une souris advillinCreERT2 et en effectuant
une injection de tamoxifene, le DOP sera exprimé uniquement au niveau des afférences

primaires. Effectivement, la Cre de la souris advillin coupera seulement les sites loxP au
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niveau des afférences primaires dii au récepteur a 1I’oestrogene ERT2 qui s’y retrouve (Figure
22). Avoir cette souris permettra donc de découvrir sur quel type de douleur les agonistes
DOP agissent le mieux au niveau des afférences primaires. Des tests comportementaux avec
des douleurs mécaniques, thermiques et méme chimiques pourraient étre faits dans les souris
humanisées en condition de douleur inflammatoire ou méme neuropathique. L’étude pourrait
méme étre poussée plus loin grice a mes résultats. A ce stade-ci, le DOP semble plus présent
dans les neurones P2RX3 positifs dans les DRG humains. Hypothétiquement que ce résultat
est le résultat final, la souris humanisée pourrait étre croisée avec une souris Flp-FRT pour
P2RX3 ce qui permettrait d’étudier le role du DOP dans les afférences primaires dans les

neurones P2RX3 ou il est majoritairement exprimé chez I’humain.

FLAG-DOPr-KO AdvillinCreERT2
(neo J(Pox ] [_Atc ) _ DOPr
Tamoxifen injections
> loxP site
/\\
@ 5UR —
ATG FLAG
Neomycin resistance cassette ST WGV WOOE
PCK] Phosphoglycerate kinase gene promoter Primary afference
@8 Transcription/Translation STOP cassette
START codon
FLAG tag epitope sequence KI-FLAG-DOP! ‘J‘f
CKI-| | r WA
(2 DOPr coding sequence (Cneo )(Pex] [CATe ) Fiac )T )

Other tissus

Figure 22 : Modéle de souris humanisée ou le DOP est uniquement exprimé dans les
afférences primaires

Représentation schématique de la génération de la souris cKI-FLAG-DOP qui exprime seulement le
DOP au niveau des afférences primaires, suite au croisement d’une souris FLAG-DOP-KO avec une
souris Advillin-CreERT?2 et d’une injection au tamoxiféne. Figure créée a I’aide de Biorender

5.4 Localisation du DOP au niveau de synaptosomes

Comme mentionné précédemment, chez ’humain, I’ARNm du DOP ne se retrouve pas au
niveau de la moelle épiniére, alors que le récepteur y est dans les laminae superficielles ce
qui suggere que I’ARNm se retrouverait plutot au niveau des afférences primaires, donc au
niveau présynaptique (Mennicken et al., 2003). Puisque I’ARNm du DOP est retrouvé dans
les afférences primaires et dans la moelle épini¢re de souris, nous croyons que chez cette

espece, le DOP se retrouverait au niveau pré et post-synaptique (Mennicken et al., 2003).
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Pour tester cette théorie, les synaptosomes des souris FLAG-DOP pourraient étre isolés
(étapes a la Figure 23) de la moelle épiniére et du cerveau, puis le FLAG-DOP pourrait étre
immunoprécipité pour voir sur quelle portion de la synapse se situe réellement le DOP. Pour
tester ’hypothese de la localisation du DOP chez I’humain, le modele de souris cKI-FLAG-
DOP présenté ci-haut pourrait étre utilis¢é avec le méme protocole d’isolation des
synaptosomes que celui chez la souris FLAG-DOP. Dans les deux cas, la souris FLAG-DOP
KO devra étre utilisée comme controle négatif, puisqu’elle ne contient pas le DOP. Les
résultats pourraient ensuite étre confirmés par microscopie ¢électronique ou 1I’on pourrait voir

directement la localisation du DOP aux synaptosomes.

Presynaptic fractions
(PRE)

'] [} Post-synaptic density
¢ 6 (PDS)

Figure 23 : Visualisation du FLAG-DOP au niveau de synaptosomes de souris cKI-
FLAG-DOP

Représentation schématique de 1’isolation des fractions pré et post-synaptiques des synaptosomes
isolés a partir de moelle épiniere de souris contenant le récepteur FLAG-DOP. Figure créée a I’aide
de Biorender.

5.5 Electrophysiologie

Evidemment, tous les résultats présentés dans cet ouvrage portent sur la distribution de
I’ARNm du DOP et du MOP et non sur les récepteurs fonctionnels. Effectivement, ce n’est
pas tout I’ARNm qui sera traduit en protéine, donc en nos récepteurs opioides. Une possibilité
sera de faire des enregistrements d’électrophysiologie par patch-clamp et par imagerie
calcique dans nos DRG humains pour voir exactement quels neurones répondent lors de
stimulations avec des agonistes DOP et/ou MOP. Cela permettrait donc d’obtenir une
distribution plus précise puisque ce sont les récepteurs fonctionnels qui seraient analysés,

donc il n’y aurait pas de surestimation des résultats.
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Pour mieux comprendre le role du DOP dans le controle des douleurs orofaciales, comme la
migraine, nous pourrions faire des enregistrements électrophysiologiques extracellulaires de
neurones centraux trigéminaux chez le rat anesthésié. Cela nous permettrait de mesurer les
effets de I’administration d’agonistes DOP comme le SNC80 sur la réponse des fibres A et
C lors de stimulations mécaniques et électriques nociceptives ou non au niveau facial et

méningé du rat.
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CONCLUSIONS

Le récepteur opioide delta est une cible intéressante dans le traitement de la douleur. En effet,
son analgésie associée aux faibles effets indésirables et son role dans les afférences primaires
amenent de nombreuses équipes a s’y intéresser. Il est trés important de mieux connaitre sa
distribution au niveau des afférences primaires, car celles-ci sont la porte d’entrée des voies
ascendantes de la douleur et cela permettrait de mieux connaitre son role dans le controle de
la douleur. Puisque des différences sont possibles entre les especes, il est aussi important
d’en étudier plusieurs pour voir si le réle du DOP est similaire entre un rongeur et I’humain.
C’est sur ces points que mon projet de maitrise est basé : soit étudier la distribution des
récepteurs opioides dans les afférences primaires de différentes espéces (rat, souris, singe et
humain). Pour ce faire, nous avons employé¢ la technique de RNAscope, une nouvelle fagon
de faire de I’hybridation in situ pour marquer I’ARNm du DOP et du MOP dans les DRG et
TG de plusieurs especes. Nous avons découvert que les deux récepteurs sont présents dans
tous les types de neurones des DRG et des TG (Aa, AP, Ad, C peptidergiques et non
peptidergiques) chez le rat, la souris (DRG et TG), le singe et ’humain (DRG uniquement).
Nous avons aussi observé un fort niveau de coexpression entre le DOP et le MOP et ce
principalement dans les fibres myélinisées, tous tissus et especes confondus. Notre étude va
donc a I’encontre de d’autres qui voient le DOP uniquement dans les fibres C peptidergiques
et myélinisées dans les TG ou que la coexpression entre le DOP et le MOP est inexistante
dans les DRG. Cela confirme donc notre hypothése selon laquelle les récepteurs aux opioides
sont localisés au niveau des nocicepteurs dans les DRG et TG dans toutes les espéces, ou ils

peuvent jouer un réle dans le contrdle de la douleur mécanique et thermique.

Les différences entre la distribution chez les rongeurs et le singe suggerent que celle chez
I’humain est aussi différente. Cela montre donc I’importance d’étudier I’humain pour mieux
comprendre le fonctionnement du DOP dans cette espece. En effet, les découvertes faites
chez un rat ne sont nécessairement transposables a 1’humain, ce qui complique le

développement de nouvelles thérapies efficaces pour nous.
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Au final, je crois que ce travail sur la distribution du DOP et du MOP entre les especes au
niveau des afférences primaires nous montre réellement que le DOP est une cible dans le
traitement de la douleur, puisqu’il est présent au niveau des nocicepteurs, et ce méme chez
les primates. Evidemment, je souhaite que le travail sur les DRG humains et le DOP se
poursuive pour mieux comprendre les mécanismes associés a 1’activation du DOP dans ces
neurones. J espere que ce travail menera éventuellement a un nouvel agoniste DOP efficace
dans le traitement de la douleur chez I’humain, et ce sans avoir besoin de faire une injection

intrathécale.
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AUTRES RESULTATS

Les prochaines sections comportent différents autres résultats que j’ai acquis durant mon
passage au laboratoire Gendron. Ces résultats font en grande partie suite aux résultats
présentés dans mon mémoire. Ils comprennent aussi un projet connexe sur lequel j’ai travaillé

portant sur le trafic intracellulaire du DOP.

8.1 Localisation du DOP au niveau de synaptosomes

Comme énoncé dans la section perspective, nous nous intéressons a la localisation du DOP
au niveau des synaptosomes. En effet, nous croyons que le DOP est localisé au niveau pré-
et post-synaptique chez la souris alors qu’il est uniquement présent au niveau présynaptique

chez ’humain.

Lors de manipulations préliminaires au laboratoire, nous avons réussi a immunoprécipiter
FLAG-DOP dans les cerveaux de souris FLAG-DOP (Figure 24), tout comme une récente
¢tude du laboratoire (Degandmaison et al., 2020). Nous n’avons tout de fois pas encore réussi

a la faire au niveau de la moelle épinicre et des synaptosomes.

KO Kl

50 KDa Flag poly (1:1000)

Figure 24 : Immunoprécipitation de FLAG-DOP dans des cerveaux de souris FLAG-
DOP

L’immunoprécipitation de FLAG-DOP (bande a environ 50 kDA) a été faite a partir de la partie
frontale de trois cerveaux de souris KO et KI en utilisant un anticorps de souris M2 monoclonal anti-
FLAG sur billes magnétiques. La révélation a été faite a ’aide d’un anticorps lapin anti-FLAG
polyclonal.

8.2 Electrophysiologie extracellulaire

Encore une fois, dans la section perspective, 1’utilisation de 1’¢lectrophysiologie a été
mentionnée pour permettre I’enregistrement de neurones centraux trigéminaux chez le rat
anesthési¢ dans le but de mieux comprendre le role du DOP dans le controle des douleurs

orofaciales.
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Des résultats préliminaires ont été générés lors d’un stage que j’ai effectué dans le laboratoire
du Pr Radhouane Dallel a Clermont-Ferrand. Le SNC80 a été utilisé pour mesurer 1’effet
d’un agoniste DOP sur la réponse des fibres A et C lors de stimulations mécaniques et
¢lectriques nociceptives ou non au niveau facial et méningé du rat. Nous avons enregistré des
neurones WDR, méningés de rat lors de stimulations périorbitales avec différents filaments
de von Frey. Les résultats peuvent étre observés a la Figure 25, ot le SNC80 semble diminuer
I’activation des fibres C chez la femelle (avec tous les filaments) et le méle (avec les filaments
de 8g, 26g et 60g). Nous croyons que la dose de naltrindole donnée n’était pas assez grande
pour renverser complétement I’effet du SNC80, donc de nouvelles manipulations sont en

cours pour voir si I’effet vu avec I’injection de SNC80 est spécifique a I’activation du DOP.
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Figure 25 : Réponse des fibres C lors que stimulations nociceptives et non nociceptives
a ’aide de filament de von Frey

Réponse des fibres C lors de stimulations périorbitales avec un von Frey de 6g (A), 8g (B), 26g (C)
et 60g (D) de neurones localisés au niveau du noyau caudalis 30 min apres I’injection (i.v.) de SNC80
10mg/kg puis 30 min apres 1’injection (i.v.) de naltrindole 4mg/kg. * p < 0,05 ; ** p < 0,01; ***p <
0.001 (ANOVA unidirectionnelle avec comparaison multiple de Holm-Sidak).
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8.3 Role de la CdkS dans I’adressage du récepteur opioide delta

8.3.1 Mise en contexte du projet

Comme mentionné en introduction, le laboratoire s’intéresse au DOP comme potentielle
cible thérapeutique dans le traitement de la douleur grace a son potentiel analgésique et sa
moins grande production d’effets indésirables (Gallantine et Meert, 2005).
Malheureusement, ’efficacité analgésique du récepteur opioide delta est beaucoup plus
faible que celle du MOP. La cause de cette efficacité moindre pourrait étre la localisation du
DOP. En effet, contrairement aux autres GPCR comme le MOP, le DOP est situé
majoritairement au niveau intracellulaire et trés peu a la membrane plasmique ce qui rend
son activation beaucoup plus complexe (Cahill et al., 2001). Par contre, dans certaines
conditions, le DOP peut étre trafiqué a la membrane plasmique. En effet, lors d’un traitement
chronique de 48 heures a la morphine la densit¢ de DOP a la membrane plasmique est
augmentée dans la corne dorsale de la moelle épinicre et dans les DRG (Cahill et al., 2001;
Gendron et al., 2006). Lors d’une douleur inflammatoire chronique (72 heures) causée par
I’adjuvant complet de Freund (CFA), une augmentation du DOP a la membrane plasmique

est aussi observée dans les DRG (Gendron et al., 2006).

Un des partenaires régulant la localisation intracellulaire du DOP est COPI. Effectivement,
COPI permet le transport rétrograde entre 1’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique
ce qui permet au récepteur de rester au niveau intracellulaire (Brandizzi et Barlowe, 2013).
C’est la sous-unité B-COP de COPI qui se lie spécifiquement au DOP ce qui provoque sa
rétention dans le Golgi et le RE. En mutant la lysine 166 présente sur la deuxieéme boucle
intracellulaire (ICL2) du DOP, la quantité du récepteur a la membrane plasmique est
augmentée ce qui empéche la liaison de COPI et donc I’empéche de retenir le DOP a
I’intérieur de la cellule et donc prouve qu’il est un acteur dans la rétention du DOP (St-Louis

etal., 2017).

Un autre des partenaires participants a la régulation du trafic du DOP est la cyclin-dependent
kinase 5 (CdkS5). Cette kinase sérine/thréonine n’est pas impliquée dans le cycle cellulaire
comme les autres Cdks, mais plutot dans la croissance des neutrites, la migration neuronale,

’activité neuronale et dans les phénomenes de récompenses présents dans le systéme nerveux
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central (Beaudry et al.,, 2015). Cdk5 est majoritairement activé par la cyclin-like p35
(Beaudry et al., 2015) ce qui lui permet de phosphoryler une séquence (S/T) PX (K/H/R) ou
X représente n’importe quel acide aminé (Jeong et al., 2013). C’est sur cette séquence
(TPAK) que Cdk5 phosphoryle le DOP. Les résidus importants sont présents sur I’ICL2 du
récepteur et sont de la thréonine 161 a la lysine 164 (Xie et al., 2009). Pour sa liaison, Cdk5
préfere se lier sur des résidus basiques comme une lysine ou une arginine en position n+3 ou
le n équivaut a une sérine ou une thréonine (Sharma et al., 1999). De plus, en utilisant de la
roscovitine, un inhibiteur de la Cdk5, sur des rats ayant été traités a la morphine et ayant recu
une injection de deltorphine II (un agoniste du récepteur delta), une diminution de I’effet
analgésique a été observée (Beaudry et al., 2015). Cette diminution d’analgésie peut étre
expliquée par I’inhibition de Cdk5 ce qui améne une diminution du nombre de récepteurs a
la membrane plasmique et donc une diminution de leur activation. L hypothése présente au
laboratoire est que p35 active Cdk5 ce qui lui permet de phosphoryler le DOP sur un site
chevauchant le site de liaison de COPI sur I’'ICL2 du DOP. Cette phosphorylation bloquerait
donc la liaison de COPI ce qui permettrait au récepteur de ne plus étre retenu dans le Golgi
et le RE et donc de se rendre a la membrane plasmique ou il peut étre activé. CdkS5 est aussi
impliquée dans le trafic d’autres récepteurs comme le récepteur D2 (Jeong et al., 2013), le
TRPV1 (Xing et al., 2012) et le récepteur NMDA (Zhang et al., 2008). Nous nous intéressons
donc a déterminer si CdkS5 se lie réellement au Dop et si oui, le site de liaison de CdkS5 sur le

DOP.

8.3.2 Méthodologie employée

8.3.2.1 Production des constructions d’ADN

Pour produire les différentes constructions utilisées dans le projet, 3ul des amorces sens et
antisens ont été¢ mélangées, puis chauffées pendant 2 minutes a 94°C pour ensuite étre laissées
a température piece pendant 1 heure. Ensuite, 0,5ul de ces amorces a été ajouté a 6ul du
vecteur PGEX-4T1, 1ul de tampon de ligation, 1ul de T4 ligase et 1,5ul d’eau pour incuber
pendant 2 heures a température piece pour effectuer la ligation des amorces dans le vecteur.
Le produit de ligation est ensuite ajouté a 100ul de bactéries DHS5a pour étre incubé pendant

30 minutes sur glace, puis 45 secondes a 42°C et pour terminer 2 minutes sur glace ce qui
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permet de transférer les bactéries sur une plaque LB ampicilline pour incuber durant la nuit
a 37°C. Le lendemain, une colonie est piquée, puis mise dans 2ml de LB ampicilline pour
incubation, encore une fois, toute la nuit a 37°C. Le lendemain, des minipreps sont faites sur

les bouillons obtenus pour extraire I’ADN des bactéries.

8.3.2.2 Production protéique

Pour produire des protéines recombinantes, Sml de milieu LB ampicilline a été inoculé avec
des bactéries C41 transformées avec la construction voulue pour étre incubé durant une nuit
a 37 °C. Le lendemain, 2ml de ce mélange est utilis¢é pour ensemencer 100ml de LB
ampicilline pour ensuite laisser croitre a 37 °C jusqu’a ce que la densité optique a 595 nm
soit entre 0,4 et 0,6. La croissance est ensuite arrétée en mettant les bouillons sur glace
pendant au moins 10 minutes, puis ils sont induits en fin de journée avec 0,4mM d’IPTG et
2% d’¢éthanol ce qui est incubé pendant toute une nuit. Le lendemain, les culots de bactéries
sont resuspendus dans 2ml de tampon A (150mM NaCl, 10mM Tris-Hel pH 7,4, ImM EDTA
pH 8,0, 10% Glycérol, 0,5% IGPAL, 2mM DTT et 1 pastille cOmplete mini EDTA-free par
10ml de solution). Ce mélange est ensuite incubé pendant 1 heure avec 1mg/ml de lysozyme
a 4°C avec rotation. Les billes gluthation-sépharose (0.2ml de billes/100ml de culture) sont
ensuite bloquées et lavées 3 fois avec du PBS 1X-BSA pour ensuite étre incubées 30 minutes
a température piéce avec agitation suite au dernier lavage. Les échantillons sont ensuite
soniqués 1 fois 20 secondes a intensité 1, puis 3 fois 20 secondes a intensité 3, puis sont
centrifugés. Les surnageants sont combinés aux billes bloquées pour ensuite étre incubés
pendant 1 heure a 4°C avec rotation. Les billes sont ensuite lavées 5 fois avec le tampon A,
puis sont resuspendues dans le volume initial de billes et 30% glycérol. 10ul de SB4X est
ajouté aux échantillons contrdles pour étre bouillis a 100°C pendant 5 minutes. Ces contrdles
sont ensuite analysés par SDS page, puis le gel est coloré au bleu de Coomassie (0,4% bleu
de Coomassie, 50% éthanol, 10% acide acétique), puis décoloré avec la solution de
décoloration (15% éthanol, 5% acide acétique) durant la nuit ce qui donne le contrdle

d’expression des protéines purifiées.
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8.3.2.3 Essais de GST-pulldown

Pour I’essai de pulldown, environ 0,5ul (ce volume dépend de I’expression de chaque
domaine fusionné a la GST vu lors du gel de Coomassie) de protéines fusionnées a la GST,
soit I’'ICL1, ’'ICL2, ’ICL3 et la queue C terminale, sont combinées a des billes glutathion-
sépharose 4B (GE Healthcare) pour un total de 30ul. Ce mélange est ensuite lavé deux fois
avec du tampon A. Ensuite, Sul de Cdk5-Histidine est ajouté au mélange de protéines
fusionnées a la GST et de billes glutathion-sépharose, puis le volume est complété a 500ul
avec du tampon A (pour les GST-pulldown avec les peptides mimétiques (voir tableau 3),
0,5ul de CDKS5 est utilisée). C’est aussi a cette étape que 10ul des différents peptides
mimétiques sont ajoutés lors des GST pulldown avec ceux-ci. 10ul sont prélevés pour le
contrdle input auquel 3ul de SB4x est ajouté pour conserver a -80 °C. Les tubes sont incubés
durant la nuit & 4 °C avec rotation, puis le lendemain, un autre 10ul du surnageant est prélevé
pour le controle surnageant auquel 3ul de SB4x est ajouté. Le reste du mélange est lavé trois
fois avec du tampon A, puis 10ul de SB4X est ajouté. Tous les tubes sont ensuite bouillis
pendant 5 minutes a 100 °C pour débuter I’analyse sur gel SDS page. Lors de cette analyse,
les résultats sont révélés a I’aide des anticorps souris alpha-Cdk5 DC17 1 : 1000 dans du lait
5%-TBST et mouse-HRP 1 : 5000 dans du BSA 3%-TBST pour le pulldown et les controles
input et surnageant et de I’anticorps GST-HRP 1: 15 000 dans du lait 5%-TBST pour le
controle GST.

Tableau 6: Structure des peptides mimétiques de la troisiéme boucle intracellulaire du
récepteur opioide delta

Nom Structure
Peptide 1 Ac-LMLLRLRSVR-amide
Peptide 2 Ac-SKEKDRSLRRITRM-amide
Peptide 3 Ac-VRLLSGSKEKDR-amide

8.3.3 Résultats préliminaires obtenus

8.3.3.1 Cdk5 interagit avec I’ICL3 du DOP
Pour identifier le site de liaison de Cdk5 sur le DOP, des GST pulldown ont été effectués.

Pour ce faire, les boucles intracellulaires (ICL1, ICL2 et ICL3) et la queue C terminale
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purifiées du DOP couplées a la GST ont été utilisées. En utilisant Cdk$, il a été possible de
voir que cette kinase a été « pulldown » par ’ICL3 du DOP (Figure 26) ce qui démontre une

interaction entre CdkS5 et le DOP sur son ICL3.

o &
S8 F
& E & & &
37 kDa-
J— GS5T pull-down
25 kDa- Anti-CdkS and Anti-mouse HRP
37 kDa- | GST control
25 kDa- Anti-G5T HRP
37 kDa- Supernatant control
25 kDa- Anti-Cdk5 and Anti-mouse HRP

Figure 26: CdKkS se lie sur la troisi¢eme boucle intracellulaire du DOP

Les protéines purifiées des boucles intracellulaires 1, 2, 3 et de la queue C terminale du DOP ont été
couplés a des billes gluthation-sépharose, puis des GST pulldown ont été faits pour déterminer sur
quelle partie du récepteur se lie Cdk5. La présence d’une interaction a été détectée par Western blot
en utilisant I’anticorps anti-Cdk5 (1 :1000) et 1’anticorps anti-mouse-HRP (1 :5000) pour le GST
pulldown et le contrdle surnageant et en utilisant 1’anticorps GST-HRP (1 :15000) pour le contrdle
GST. Les résultats sont la représentation d’au moins 3 expériences. Les chiffres sur le c6té gauche
représentent le marqueur de poids moléculaire.

8.3.3.1 La liaison de Cdk5 au DOP semble augmenter lors de [’utilisation du troisieme
peptide mimétique
Pour obtenir un site de liaison plus spécifique de Cdk5 sur ’ICL3 du DOP, des peptides
mimétiques, 0,5/1ul de CdkS5 et I’ICL3 du DOP ont été utilisés pour faire des GST pulldown.
Le peptide correspondant a la séquence de liaison de Cdk5 aurait di lier CdkS5 ce qui aurait
causé une diminution de la liaison de Cdk5 a I’ICL3 et donc une bande plus faible. Par contre,
ce que I’on peut voir a la figure 27, est plutoét une bande plus foncée avec 1’utilisation du
premier peptide mimétique, donc une augmentation de la liaison de Cdk5 en présence de ce
peptide. Aucune bande n’est présente avec les peptides mimétiques 2 et 3 tout comme avec
les deux contrdles (ICL3 du DOP et CdkS5 seulement) ce qui ne permet pas de montrer une

interaction entre ces deux peptides et CdkS5.
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Figure 27: La liaison de CdkS au DOP semble augmenter lors de l'utilisation du
troisiéme peptide mimétique

Les GST-pulldown ont été effectués avec un volume fixe des protéines GST-DOP-ICL3 purifiées,
d’un volume fixe de peptide mimétique et de Cdk5 pour déterminer sur quelle section de I’'ICL3 se
lie CdkS5. La présence d’une interaction a été détectée par Western blot en utilisant les anticorps anti-
CdkS5 (1 :1000) et anti-mouse-HRP (1 :5000) pour le GST-pulldown et en utilisant 1’anticorps anti-
GST-HRP (1:15000) pour le controle GST. Ces résultats sont représentatifs d’au moins 3
expériences. Les chiffres sur le coté gauche représentent le marqueur de poids moléculaire.

Pour confirmer la liaison de Cdk5 qui semble augmentée en présence du premier peptide
mimétique, des GST pulldown ont été faits en comparant les différentes boucles du DOP
avec 'utilisation du peptide mimétique 1 en présence de I’ICL3 du DOP. En observant la
figure 28, il est possible de constater que la liaison de Cdk5 est plus importante en présence
du premier peptide qu’en son absence, car la bande du pulldown est beaucoup plus foncée.
De plus, en regardant le contrdle surnageant soit la quantité de Cdk5 qui ne s’est pas liée a
I’ICL3 lors du pulldown, on peut voir une absence compléte de bande avec 1’utilisation du

premier peptide mimétique ce qui n’est pas le cas avec I’ICL3 seul.
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Figure 28: CdkS5 se lie entiéerement a I’'ICL3 du récepteur opioide delta lors de
I’utilisation du premier peptide mimétique

Les GST pulldown ont été faits en utilisant un volume fixe des différentes boucles du DOP, du peptide
mimétique et de CdkS pour vérifier la quantité¢ de CdkS qui se lie au DOP. La présence d’une
interaction a été détectée par SDS page en utilisant 1’anticorps anti-Cdk5 (1 :1000) et I’anticorps anti-
mouse-HRP (1 :5000) pour le GST pulldown et le contrdle surnageant. Les chiffres sur le coté gauche
représentent le marqueur de poids moléculaire. Résultat préliminaire.

En somme, les résultats acquis dans ce projet ouvrent la voie a plusieurs autres questions non
répondues. Premicrement, le site de liaison de CdkS5 a I’ICL3 du DOP n’a pas été¢ découvert
grace aux peptides mimétiques. Nous avons donc généré plusieurs clones de I'ICL3 du DOP
mutée couplée a la GST pour effectuer de nouveau GST-pulldown ce qui nous permettra de
trouver un site de liaison de Cdk5 plus spécifique (Tableau 4). Puisqu’il est connu dans la
littérature que CdkS5 se lie sur des résidus basiques (lysine et arginine) en position n+3 oun
est une sérine ou une thréonine (Sharma et al., 1999), nous croyons que le site de liaison plus
précis de CdkS5 contient la sérine 247 ou 249 jusqu’aux lysines 250 et 252 ce qui correspond
aux constructions B et C. Eventuellement, des clones contenant des mutations ponctuelles
des acides aminés clés des constructions liant Cdk5 présentes dans le tableau 4 pourront étre
faites pour déterminer le site exact de liaison. De plus, il serait intéressant de déterminer par
quel mécanisme le premier peptide mimétique semble faire augmenter la liaison de CdkS a
I’ICL3 du DOP, ce qui est trés intéressant en sachant que Cdk5 permet 1’augmentation du
trafic du DOP vers la membrane plasmique (en bloquant la liaison de COPI et ainsi
permettant son adressage a la membrane). Nous voulons d’abord effectuer des essais d’Elisa
de surface pour voir si le premier peptide mimétique permet réellement d’augmenter la
quantité de DOP présent a la membrane des cellules. Evidemment, plusieurs expériences

seront nécessaires pour confirmer les hypothéses que nous avons face a ce projet.
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Tableau 7: Structure des différentes constructions de la troisiéme boucle intracellulaire
du récepteur opioide delta

Nom Structure
A RLRSVRLL
B RLRSVRLLSGSKEKDR
C SGSKEKDRSLRRITR
D SLRRITR
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