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DEBATS

Expression de la protéine c-Fos
dans la corne dorsale de la moelle épiniere

Une technique pour étudier certains aspects
physiopharmacologiques de la nociception

Jaroslava Buritova, Jean-Marie Besson

De nombreux travaux utilisent la mise en évidence de la
protéine c-Fos par immunohistochimie dans les noyaux
des neurones comme marqueur d’activité neuronale. La
protéine c-Fos est codée par le gene c-fos, un gene a
expression précoce immédiate, qui est rapidement activé a
la suite de différents types de stimulations, y compris des
stimulations nociceptives. Méme si Uexpression de la
protéine c-Fos, notamment au niveaw de la moelle

es études relatives aux aspects

physiopathologiques et phar-

macologiques des processus

nociceptifs sont en général

fondées sur des tests compor-
tementaux et des techniques électro-
physiologiques et biochimiques. Au
cours des dix derniéres années, une
nouvelle approche méthodologique
a été utilisée, notamment au niveau
de la moelle épiniére, pour visualiser
les neurones impliqués dans les pro-
cessus nociceptifs. Cette technique
repose sur la mise en évidence
immunohistochimique de la protéine
c-Fos dans les noyaux des neurones
en réponse aux différentes stimula-
tions périphériques nociceptives
([1], pour références, voir [2]). La
protéine c-Fos est codée par un gene
a expression précoce immédiate, le
proto-oncogene c-fos (figure 1) (pour
revue, voir [3, 4]). Dans certains neu-
rones de la moelle épiniere, ce gene

s pcut étre rapidement activé par des
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stimulations nociceptives [1]. Cer-
taines études [5-7] ont évalué simul-
tanément ’expression spinale de plu-
sieurs protéines (Fos B, cJun, Jun B,
Jun D et Krox-24) codées par des
génes a expression précoce immé-
diate a la suite d’une stimulation
nociceptive. Par rapport a ces autres
protéines, la protéine c-Fos présente
I’avantage d’une expression négli-
geable en 'absence de stimulation,
ce qui permet une quantification
plus aisée de l'activité évoquée.

I c-Fos et activité neuronale

En dépit de la large utilisation de la
technique immunohistochimique
fondée sur la mise en évidence de la
protéine c-Fos (dite technique c-Fos),
le(s) role(s) exact(s) de la protéine c-
Fos et son implication dans les pro-
cessus nociceptifs ne sont pas entiére-
ment connus et restent vivement
discutés (pour références, voir

épiniere, est largement utilisée pour certaines études
physiopharmacologiques, lutilisation de cette technique
dans le domaine de la douleur reste discutée. Considérant
les avantages et certaines limites de cette approche, nous
présentons les arguments en faveur de Uutilisation de la
technique c¢-Fos pour aborder certains aspects
physiopharmacologiques de processus nociceptifs,
notamment ceux d origine inflammatoire.

[2, 8, 9]). Une question majeure est
de savoir si I’expression de la pro-
téine c-Fos est liée a I'activité neuro-
nale. La réponse est positive si I'acti-
vité neuronale est considérée dans
son ensemble, comprenant l'activité
synaptique et extrasynaptique, et la
communication intracellulaire via les
seconds messagers [9, 10] (figures 1 et
2). A titre d’exemple, apres des sti-
mulations périphériques nociceptives
inflammatoires, le marquage de c-Fos
observé dans les neurones au niveau
médullaire, qui est considérablement
réduit par des anesthésiques locaux
[11], n’est pas observé dans les neu-
rones des ganglions rachidiens dor-
saux [1, 12]. Ces données suggerent
que, dans les neurones ganglion-
naires, la conduction du potentiel
d’action n’est pas suffisante pour
induire 'expression de la protéine c-
Fos. En revanche, au niveau des
couches superficielles de la moelle
épiniere ou se projettent essentielle-
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Figure 1. Mécanismes de I'expression des génes a expression précoce immédiate. Les neurotransmetteurs agissent
comme premiers messagers sur des récepteurs spécifiques et induisent une modification de I'activité des messagers
secondaires. Les seconds messagers (par exemple: nucléotides cycliques, inositol phosphates, ions calcium) exer-
cent leurs effets par l'intermédiaire de protéine-kinases. L’altération de la phosphorylation des protéines par les
kinases entraine des changements des propriétés biochimiques ou biophysiques des protéines cibles (la réponse a
court terme). Certaines de ces protéines cibles (CREB, SRF) sont impliquées dans la régulation de la transcription et
leur phosphorylation provoque I’activation de genes spécifiques. Une classe de ces génes activés par les seconds
messagers est constituée par les génes a expression précoce immédiate (par exemple: c-fos, c-jun, krox-24). Les pro-
téines codées par ces genes peuvent étre considérées comme des «troisiémes messagers » qui, a partir des signaux
extracellulaires sur la membrane, induisent des réponses a long terme en modifiant au niveau nucléaire I'expression
de génes cibles par fixation sur les sites régulateurs de leur promoteur, c’est-a-dire en changeant les paramétres de
transcription des géenes a expression tardive. (Modifié d’aprés [3].)

ment les fibres afférentes primaires
nociceptives et ou différents neuro-
transmetteurs sont présents et libérés
(voir plus loin), I'expression de c-Fos
est fortement activée.

Bien que la technique c-Fos soit
utilisée comme technique de «mar-
quage » de P'activité cellulaire, nous ne
connaissons que tres peu les différents
mécanismes impliqués dans I’expres-
sion de la protéine c-Fos. Néanmoins,
des études in vitro ont suggéré que le
systtme NMDA/calcium/calmoduline
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serait en grande partie responsable de
cette activation (pour références, voir
[10]). Au niveau médullaire, les
neurotransmetteurs intervenant dans
les processus nociceptifs, par exemple
les acides aminés excitateurs et la
substance P, peuvent induire la
dépolarisation et/ou I’activation
synaptique des neurones de la corne
dorsale de la moelle épiniére avec
un accroissement de la concentration
de Ca?" intracellulaire qui peut
aboutir a I'expression de la protéine c-

Fos (figures I et 2). La protéine c-Fos
forme des hétérodimeres avec les pro-
téines de la famille Jun. Ces hétéro-
dimeéres Fos-Jun se lient aux sites régu-
lateurs de la séquence AP-1 de 'ADN
pour controler et régler 'expression
des genes cibles (figure 1). Ainsi, la pro-
téine c-Fos n’est pas seulement un
marqueur indirect de I'activité neuro-
nale, mais également un reflet des
modifications a long terme que peut
provoquer une stimulation (pour
revue, voir [2, 8]).
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Figure 2. Mécanismes de I'expression de la protéine c-Fos dans les neurones
de la corne dorsale de la moelle épiniére au cours de la transmission des
messages nociceptifs. Le message nociceptif arrivant par les fibres affé-
rentes primaires représente un stimulus excitateur pour les neurones de la
corne dorsale. La libération des neurotransmetteurs liés a la transmission
des messages nociceptifs (des acides aminés excitateurs [AAE], tels que le
glutamate et I'aspartate, et les neuropeptides tels que la substance P [SP]
peut, par l'intermédiaire des seconds messagers, induire I'activation des
génes a expression précoce immédiate tels que c-fos. (Modifié d’aprés [8].)

Avantages
de la technique

La technique c-Fos présente I'avan-
tage d’une résolution cellulaire avec
un niveau d’activité basale extréme-
ment faible [1]. L’ensemble de nos
travaux confirment ces données
puisqu’en I'absence de stimulation, le
nombre de neurones c-Fos immuno-
réactifs (c-Fos-IR) est inférieur a 5 par
coupe (40 um d’épaisseur) au niveau
des segments L4-L5 de la moelle épi-
niere (figure 4A). En revanche, apres
une stimulation inflammatoire noci-
ceptive due a l'injection intraplan-
taire de carragénine, le nombre de
neurones spinaux c-Fos-IR observés
du co6té ipsilatéral est généralement
supérieur a 100, alors qu’aucune aug-
mentation de marquage c-Fos n’est
observée du coOté controlatéral
(figure 4B1). Ces conditions sont donc
idéales pour détecter les modifica-
tions du nombre de neurones c-Fos-
IR en réponse a des stimulations

s nociceptives, et les effets de différents
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prétraitements pharmacologiques.
Tel n’est pas le cas d’autres protéines
codées par des geénes a expression
précoce immédiate (par exemple:
Krox-24 qui présente une expression
basale bilatérale [13]). De plus, les
autres techniques de marquage de
Iactivité cellulaire présentent cer-
taines limites par rapport a la tech-
nique c-Fos. La technique au 2-
désoxyglucose [14-16] ne permet pas
une résolution cellulaire. La révéla-
tion de l'activité enzymatique de la
cytochrome oxydase manque de dis-
crimination, puisque son niveau basal
est déja élevé en I’absence de stimula-
tion [17].

La technique c-Fos permet d’associer
certains aspects proches de I’électro-
physiologie (I’étude de la réponse a
une stimulation donnée codifiée) a
des aspects de I’anatomie (cartogra-
phie des neurones répondant a cette
stimulation). De plus, la technique
c-Fos peut étre couplée a d’autres
techniques de marquage (double
marquage immunohistochimique

avec détection de récepteurs GABA
ou glycine [18], traceur rétrograde
[19, 20], immunohistochimie et
hybridation n situ — préproenképha-
line ou prodynorphine [21, 22]), ce
qui permet d’étudier certaines carac-
téristiques anatomo-fonctionnelles
des neurones exprimant la protéine
c-Fos.

Bien qu’en régle générale la tech-
nique c-Fos se soit révélée décevante
pour I'étude des structures supraspi-
nales impliquées dans les processus
nociceptifs (voir cependant [23]),
elle s’est révélée particulierement
efficace au niveau médullaire, ou elle
permet d’analyser, chez un méme
I’animal, les deux principales popula-
tions neuronales de la corne dorsale
de la moelle épiniere impliquées
dans les processus nociceptifs
(couches superficielles I-II et couches
profondes V-VI) (pour références,
voir [24, 25]) (figures 3 et 4). Tel n’est
pas le cas des techniques électrophy-
siologiques qui ne peuvent étre réali-
sées que sur un nombre tres limité de
neurones par animal. De plus, les
études électrophysiologiques, au
niveau médullaire, nécessitent une
préparation chirurgicale lourde asso-
ciée a une anesthésie générale. Néan-
moins, les techniques électrophysio-
logiques restent irremplacables car
elles permettent de suivre en direct
Iactivité cellulaire et ses modifica-
tions a la suite de diverses conditions
expérimentales. Dans le cas de la
technique c-Fos, la protéine c-Fos
n’est pas détectable de facon instan-
tanée du fait d’'un décalage entre sa
synthese et la stimulation appliquée.
Ce décalage comprend, d’une part,
le délai d’expression de ’ARN messa-
ger c-Fos (qui est maximal environ
30 minutes aprés une stimulation
inflammatoire nociceptive due a
I'injection intraplantaire de carragé-
nine [12]) et, d’autre part, I’expres-
sion de la protéine c-Fos (qui atteint
son maximum 3 heures aprés 'injec-
tion de carragénine [26]).

Un avantage majeur de la technique
c-Fos par rapport aux techniques
électrophysiologiques réside dans le
fait que la technique c-Fos peut étre
réalisée chez I’animal éveillé libre de
ses mouvements et permet ainsi de
corréler les observations comporte-
mentales et/ou cliniques (dans notre
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Figure 3. Différentes couches de la substance grise de la moelle épiniére au
niveau des segments lombaires L4-L5. Prenant en compte la division lami-
naire de la substance grise médullaire en dix couches (I a X) selon des cri-
téres cytoarchitectoniques (partie gauche de la figure), nous avons arbitrai-
rement défini quatre régions de la substance grise (partie droite de la figure)
pour le comptage de neurones c-Fos-IR: les couches superficielles (couches
| et 1), le nucleus proprius (couches lll et IV), le cou de la corne dorsale
(couches V et VI) et la corne ventrale (couches VII-X). Cc: canal central; Rd:

racine dorsale; Rv: racine ventrale.

cas, les parameétres de I’cedéme péri-
phérique) aux modifications obser-
vées dans le systétme nerveux central,
reflétées par le nombre de neurones
c-FosIR [23, 27]. De notre point de
vue, un autre intérét de la technique
c-Fos pour les études pharmacolo-
giques réside dans le fait qu’elle per-
met d’évaluer les effets des sub-
stances analgésiques classiques ou
potentielles dans des conditions
d’administration proches de celles
rencontrées en clinique. Elle permet
I’administration par voie orale, ce qui
n’est pas aisé, voire impossible, sous
anesthésie générale associée aux
enregistrements d’activité unitaire
neuronale a I’aide de micro-élec-
trode.

I Limites et controverses

Néanmoins, une des limites de la
technique c-Fos, lors d’études phar-
macologiques relatives a la nocicep-
tion, réside dans la nécessité d’admi-
nistrer la substance étudiée avant le
début de la stimulation périphérique.
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Par exemple, la morphine a doses
analgésiques diminue le nombre de
neurones spinaux c-Fos-IR lorsqu’elle
est administrée avant la stimulation
nociceptive thermique, mais elle n’a
pas d’effet lorsqu’elle est administrée
apres cette stimulation [28]. De
meéme, chez le rat polyarthritique, des
doses élevées de morphine qui, du
point de vue comportemental, indui-
sent un effet antinociceptif marqué,
ne modifient pas I'expression de la
protéine c-Fos lorsque celle-ci est déja
exprimée dans un grand nombre de
neurones spinaux [29]. Ces résultats
indiquent indiscutablement que la
protéine c-Fos est difficile a manipu-
ler lorsqu’elle est déja synthétisée ou
en cours de synthése. Dans ces condi-
tions, il est difficile de démasquer
l'action de la substance étudiée. Pour
cette raison, il est nécessaire de
prendre en considération la pharma-
cocinétique de la substance étudiée
afin de choisir les conditions opti-
males de son administration.

Enfin, pour la technique c-Fos, on
doit tenir compte du fait qu’il peut

exister des variations dans la sensibi-
lité de la réaction immunohistochi-
mique d’une série expérimentale a
I’autre. Ces variations n’étant pas
facilement controlables, il est donc
nécessaire que chaque série expéri-
mentale comporte des animaux
témoins, et que la réaction immuno-
histochimique soit réalisée en méme
temps pour toutes les coupes de tis-
sus provenant d’animaux apparte-
nant a une méme série expérimen-
tale. Un autre probléme concerne la
quantification de l'intensité du mar-
quage c-Fos. En regle générale, nous
avons remarqué que l'intensité du
marquage c-Fos au niveau médullaire
augmentait avec l'intensité de la sti-
mulation nociceptive. Cependant,
comme il est pratiquement impos-
sible de prendre en compte l'inten-
sit¢ du marquage pour chacun des
neurones c-Fos-IR (pour exemple,
voir figure 4B3), nous avons di
prendre en compte le nombre des
neurones c-Fos-IR, sans distinguer
I’intensité du marquage.

Bien que de trés nombreux travaux
utilisent la technique c-Fos pour
I’étude de processus nociceptifs,
essentiellement au niveau médullaire,
cette application est toujours contro-
versée. L’un des problémes majeurs
d’utilisation de cette technique
concerne la spécificité du marquage
c-Fos. Ce probleme apparait déja
dans I’étude initiale de Hunt et al. [1]
qui montrait que I’expression spinale
de c-Fos pouvait étre induite au
niveau des couches superficielles (I-
II) par des stimulations nociceptives
cutanées (thermiques ou chimiques),
mais également a un moindre degré
par des stimulations non nociceptives
(mécaniques ou proprioceptives) au
niveau des couches plus profondes
(III-IV) (voir également [30]). En
revanche, d’autres études n’ont pas
retrouvé ’expression spinale de c-Fos
lors de stimulations non nociceptives
(pour références, voir [31]). De plus,
de trés nombreuses études insistent
sur le fait que la répartition laminaire
des neurones c-Fos-IR, au niveau des
couches superficielles (I-II) et pro-
fondes (V-VI) de la corne dorsale de
la moelle épiniére, constitue un argu-
ment indirect en faveur de I’expres-
sion préférentielle de la protéine c-

Fos par les neurones recevant des s
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Figure 4. Microphotographies de I'expression de la protéine c-Fos dans une coupe frontale de 40 um au niveau de
segments L4-L5 de la moelle épiniére chez le rat éveillé, aprés une injection intraplantaire de sérum physiologique
ou de carragénine. A,, A,, A;. Absence d’expression de la protéine c-Fos au niveau de la moelle épiniere, trois heures
apres une stimulation non nociceptive due a l'injection intraplantaire de sérum physiologique. B1, B2, B3. Expression
de la protéine c-Fos dans les noyaux des neurones au niveau de la moelle épiniere, trois heures aprés une stimula-
tion inflammatoire nociceptive induite par I'injection intraplantaire de carragénine (6 mg dans 150 ul de sérum phy-
siologique). Les noyaux des neurones c-Fos-IR sont exclusivement situés du cété ipsilateral a 'cedéme périphérique
induit par la carragénine, avec une localisation préférentielle dans les couches superficielles I-ll et profondes V-VI.
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messages nociceptifs (pour revue,
voir [32]). En tenant compte des don-
nées électrophysiologiques, il s’agit
des régions dans lesquelles est locali-
sée la majorité de neurones recevant,
exclusivement ou non, des messages
nociceptifs (pour références, voir [24,
25]). A titre d’exemple, notons
qu’apres une stimulation nociceptive
inflammatoire due a la carragénine,
environ 80 % du nombre total des
neurones c-Fos-IR sont localisés dans
les couches I-II et V-VI, alors que seu-
lement 6 % du nombre total des neu-
rones c-Fos-IR se situent au niveau
des couches III-IV ou se terminent les
fibres mises en jeu par des stimula-
tions tactiles légeres (voir figure 4B).

I c-Fos et nociception

En dépit du fait que I'expression de
la protéine c-Fos n’ait jamais été défi-
nie comme un marqueur spécifique
d’activité neuronale liée a la nocicep-
tion [31, 33], les nombreux résultats
accumulés a partir de I’étude initiale
de Hunt et al. [1] plaident en faveur
d’un marquage préférentiel. Rappe-
lons les principales données qui vont
a l’appui de cette hypothese:

1. Toutes les modalités de stimula-
tions nociceptives périphériques étu-
diées (cutanées: chimiques, méca-
niques, thermiques chaudes et
froides; viscérales: chimiques et
mécaniques) sont capables d’induire
I’expression de la protéine c-Fos au
niveau médullaire (pour références,
voir [2, 32]).

2. En utilisant la stimulation élec-
trique du nerf sciatique, Herdegen et
al. [5] ont montré que I'activation
des fibres afférentes nociceptives Ad
et C, mais non celle de grosses fibres
myélinisées Ad/f3, induisait I'expres-
sion spinale de c-Fos. Ces données
concordent avec le fait que le
nombre de neurones spinaux, dont
c-FosIR, induits par une stimulation
nociceptive inflammatoire, est consi-
dérablement réduit chez des rats
ayant subi deés la naissance un traite-
ment a la capsaicine qui détruit sélec-
tivement une grande proportion de
fibres C [34]. De méme, le blocage
préférentiel de fibres afférentes fines
nociceptives, par une injection intra-
plantaire d’anesthésiques locaux,
diminue considérablement le
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nombre de neurones c-Fos-IR induit
par Iinjection intraplantaire de car-
ragénine [11]. Enfin, chez les rats
nouveau-nés, I’expression spinale de
la protéine c-Fos correspond a la
maturation postnatale des fibres affé-
rentes fines nociceptives [35].
L’ensemble de ces données indique
que l’activation des fibres nocicep-
tives joue un role essentiel pour
I'expression spinale de la protéine c-
Fos.

3. Le nombre de neurones spinaux c-
Fos-IR s’accroit progressivement en
fonction de I'intensité et de la durée
de la stimulation nociceptive ther-
mique chaude [36]. Pour les stimula-
tions d’origine inflammatoire dues a
la carragénine, le nombre de neu-
rones spinaux c-Fos-IR, qui s’accroit
avec la dose de carragénine, est étroi-
tement corrélé avec I’cedéme péri-
phérique [23] (voir figure 5).

4. Il existe une bonne correspon-
dance entre le nombre de neurones
spinaux c-Fos-IR et le développement
de signes cliniques et comportemen-
taux observés au cours de la polyar-

thrite induite par I’administration de
I’adjuvant de Freund, un modeéle
expérimental de douleur chronique
inflammatoire [27]. De plus, la tech-
nique c-Fos permet de détecter les
phénomenes d’hyperalgésie classi-
quement observés chez ces rats [29].
5. Les neurones spinaux c-Fos-IR,
induits par une stimulation nocicep-
tive, sont soit des interneurones soit
des neurones se projetant directe-
ment vers le thalamus ou la région
parabrachiale qui sont impliqués
dans les processus nociceptifs [19,
20].

6. Le nombre de neurones spinaux c-
Fos-IR, induits par une stimulation
nociceptive (mécanique ou ther-
mique), est réduit lors de 'activation
des systemes inhibiteurs descendants
bulbo-spinaux [37, 38], syst¢tmes qui
sont fortement impliqués dans la
modulation inhibitrice de la trans-
mission des messages nociceptifs au
niveau spinal.

7. Enfin, 'expression spinale de la
protéine c-Fos, induite par stimula-
tion nociceptive, peut étre modulée
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par différentes substances impli-
quées ou non dans les processus
nociceptifs (antagoniste du récep-
teur NMDA et NKI de la substance
P, agoniste du récepteur 02 adréner-
gique, inhibiteurs de l’enzyme de
synthése de I'oxyde nitrique) (pour
références, voir [2, 32]). De plus, de
nombreuses études ont montré que
le nombre de neurones spinaux, c-
Fos-IR induits par des stimulations
nociceptives variées, était réduit de
facon dépendante de la dose par la
morphine, substance antinociceptive
de référence. Ces effets sont bloqués
par la co-administration d’un anta-
goniste, la naloxone (pour réfé-
rences, voir [32]). A titre d’exemple,
précisons que nous avons utilisé la
technique c-Fos de facon quantita-
tive et systématique pour étudier les
effets de molécules appartenant aux
différentes familles des anti-inflam-
matoires non stéroidiens (AINS), y
compris les inhibiteurs non sélectifs
de la cyclo-oxygénase COX-1 et
COX-2, et un inhibiteur sélectif de la
cyclo-oxygénase COX-2 (pour réfé-
rences, voir [39]). Comme le montre
la figure 6, ces différents AINS rédui-
sent de facon dépendante de la dose
le nombre de neurones spinaux c-
Fos-IR induits par une stimulation
inflammatoire nociceptive due a la
carragénine. De plus, il existe une
bonne corrélation entre la diminu-
tion du nombre de neurones c-Fos-
IR et celle de 'oedéme périphérique
(voir figure 7 pour le lornoxicam), ce
qui suggere que les effets observés
au niveau spinal reflétent au moins
en partie 'effet périphérique des
AINS. Certains AINS sont déja effi-
caces a des doses extrémement
faibles (par exemple: 0,1 mg/kg iv
pour le lornoxicam; figure 6). Néan-
moins, si ’on accroit les doses de ces
substances, leurs effets sont trés
proches puisque la réduction du
nombre de neurones spinaux c-Fos-
IR se situe entre 50 % et 70 %. Bien
que cette étude soit discutable
puisque nous avons utilisé diffé-
rentes voies d’administration des
AINS, elle n’est pas sans rappeler de
multiples observations cliniques
démontrant que les effets des AINS
dépendent plus de facteurs indivi-
duels que de leur action propre

s [40].
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I Conclusions

L’ensemble des données que nous
venons de considérer constitue un fais-
ceau d’arguments en faveur de I'utilisa-
tion de la technique c-Fos pour aborder
I’étude des processus nociceptifs au
niveau spinal. En prenant en considéra-
tion les avantages et certaines limita-
tions de cette approche, elle nous
semble plus particulierement perfor-
mante pour des études physiopharma-
cologiques de la nociception liée a
I'inflammation. Les études fondées sur
I’expression de la protéine c-Fos au
niveau spinal font partie intégrante des
approches multidisciplinaires pour
I'étude des aspects physiopharmacolo-
giques de la nociception ®
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Summary

c-Fos protein expression in the
dorsal horn of the spinal cord,
a technique to study some physio-
pharmacological aspects of noci-
ception

The expression of nuclear protein
c-Fos encoded by the immediate-
early gene ¢fos has been shown as
one possible anatomical indicator
of neuronal activity. At the spinal
cord level, especially in the dorsal
horn neurons, the c-Fos protein
expression evoked by nociceptive
stimulation has been extensively
used as an indirect marker of neu-
rons involved in spinal nociceptive
transmission. Furthermore, there is
clear evidence for the effects of
various anti-inflammatory/analge-
sic substances on spinal c-Fos pro-
tein expression evoked by periphe-
ral noxious stimulation, particularly
that having inflammatory origin.
However, there are still a number
of ambiguities concerning the mea-
ning, validity and specificity of c-Fos
protein expression as a marker of
neuronal activity which should be
considered. Considering numerous
advantages, but also limitations, of
the c-Fos technique, we provide
arguments in favour of the use of
the c-Fos technique at the level of
the spinal cord to study physiophar-
macological aspects of nociception,
especially of inflammatory nocicep-
tive processes.
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