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Salim Megat 

Traitement de la douleur neuropathique :  

des antidépresseurs aux inhibiteurs de phosphodiestérases 

Résumé 

Les antidépresseurs ont un effet antiallodynique qui dépend de la stimulation des 
récepteurs  2-adrénergiques. Ceux-ci stimulent la production d�adénosine monophosphate 
cyclique (AMPc), qui !"#$ régulé par les phosphodiestérases de type 4 (PDE4). Nous 
avons ici étudié l�effet d�inhibiteurs de PDE (iPDE) sur la douleur neuropathique, grâce à des 
approches de pharmacologie comportementale chez la souris complétées par de l�imagerie 
calcium et des approches moléculaires. Nos résultats montrent un effet antiallodynique des 
iPDE4 et des iPDE5. L�action des iPDE4 est liée à une diminution d�expression du TNF% 
dans le ganglion rachidien et au recrutement des récepteurs delta des opioïdes. Celle des 
iPDE5 nécessite à la fois les récepteurs mu et delta. Nous montrons aussi que l�action d�un 
iPDE4 dépend de la dose, l�activation de cellules gliales semblant corrélée à l�effet 
antiallodynique à faible dose, alors que celle des neurones à forte dose a un effet 
pronociceptif via les récepteurs TRPV1.  

Mots-clés : douleur neuropathique, PDE4, PDE5, TNF%, ganglion rachidien, TRPV1 

Abstract 

Antidepressants have an antiallodynic action that is dependent on  2-adrenoceptor 
stimulation. These receptors stimulate the cAMP production, which is regulated by type 4 
phosphodiesterases (PDE4). Here, we studied that action of PDE inhibitors (iPDE) on 
neuropathic pain, using behavioral pharmacology approaches in mice, completed by calcium 
imaging and molecular approaches. Our results show the iPDE4s and iPDE5s have an 
antiallodynic action. The iPDE4s act through a decreased expression of TNF% in dorsal root 
ganglia and the recruitment of the delta opioid receptors. The action of iPDE5 requires both 
mu and delta opioid receptors. We also show that the action of an iPDE4 depends on the 
dose, the activation of glial cells at low dose being correlated with an antiallodynic action, 
while the recruitment of neurons at higher doses has a pronociceptive action via TRPV1 
receptors. 

Keywords: neuropathic pain, PDE4, PDE5, TNF%, dorsal root ganglia, TRPV1
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I. Ava nt-propos 

La  d o ule ur ne uro pa thiq ue  se  d é finit se lo n l’ IASP c o mme  une  « d o ule ur se c o nda ire  

à  une  lé sio n o u une  ma la d ie  a ffe c ta nt le  systè me  so ma to se nso rie l » (Je nse n e t a l., 

2011). Ce s d o ule urs so nt g é né ra le me nt c hro niq ue s, inva lid a nte s e t p a rmi le s p lus 

d iffic ile s à  tra ite r. Une  é tud e  é p id é mio lo g iq ue  a  mis e n é vid e nc e  q u’ e nviro n 7% de  

la  p o pula tio n fra nç a ise  so uffrira ie nt d e  d o ule urs c hro niq ue s à  c o mp o sa nte  

ne uro p a thiq ue , re p ré se nta nt pre sq ue  un tie rs de s p a tie nts d o ulo ure ux c hro niq ue s 

(Bo uha ssira  e t a l., 2008). 

Le s d o ule urs ne uro p a thiq ue s so nt g é né ra le me nt c la ssé e s e n fo nc tio n d e  l’ o rig ine  

ne uro a na to miq ue  de  la  lé sio n c a usa le . Ainsi, no us d isting uo ns le s d o ule urs 

ne uro p a thiq ue s lié e s à  une  lé sio n d u systè me  ne rve ux p é rip hé riq ue  o u c e ntra l. Le s 

d o ule urs ne uro p a thiq ue s pé rip hé riq ue s inc lue nt la  d o ule ur p o st-zo sté rie nne , c e lle s 

lié e s a ux lé sio ns ne rve use s p o st-c hirurg ic a le s (tho ra c o to mie ), le s ra d ic ulo p a thie s 

c hro niq ue s (né vra lg ie s c e rvic ho b ra c hia le s, c rura lg ie s, sc ia ta lg ie s) e t la  ne uro pa thie  

d o ulo ure use  du d ia b è te  (Atta l, 2011). Le s d o ule urs ne uro p a thiq ue s d ’ o rig ine  c e ntra le  

p e uve nt se  ma nife ste r suite  à  une  lé sio n de s vo ie s se nsitive s mé dulla ire s o u c he z d e s 

p a tie nts a ya nt sub i un a c c id e nt va sc ula ire  c é ré b ra l.  

En rè g le  g é né ra le , la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  se  tra duit p a r l’ a ppa ritio n de  sig ne s 

c liniq ue s d e  p lusie urs typ e s. D’ une  p a rt, o n d isting ue  le s sig ne s d its « p o sitifs » q ui se  

tra d uise nt pa r l’ a p p a ritio n d e  se nsa tio ns a no rma le s (d yse sthé sie s, p a re sthé sie s), d e  

d o ule urs sp o nta né e s (c o ntinue s o u pa ro xystiq ue s) e t/ o u d e  d o ule urs pro vo q ué e s 

c o mme  l’ a llo d ynie  e t l’ hype ra lg é sie . L’ a llo d ynie  e st une  d o ule ur e n ré p o nse  à  un 

stimulus no n no c ic e p tif a lo rs q ue  l’ hyp e ra lg é sie  e st une  ré p o nse  e xa c e rb é e  à  un 

stimulus no c ic e p tif. D’ a utre  pa rt, o n o b se rve  c he z la  p lup a rt de s pa tie nts l’ a pp a ritio n 

d e  sig ne s d its « né g a tifs » q ui so nt e sse ntie lle me nt d e s d é fic its se nsitifs c o mme  une  

hyp o e sthé sie  o u une  a ne sthé sie  d e  la  zo ne  a na to miq ue  c o nc e rné e  (Ta ble a u I-1). 

Le s d o ule urs ne uro p a thiq ue s ne  so nt p a s o u pe u so ula g é e s pa r le s tra ite me nts 

a nta lg iq ue s usue ls te ls q ue  le s a nti-infla mma to ire s no n sté ro ïd ie ns o u le s o p ia c é s 

(Ba ro n, 2006). Ac tue lle me nt, le s tra ite me nts le s p lus e ffic a c e s re p o se nt sur d e s 

mo lé c ule s d ’ a b o rd  utilisé e s p o ur d ’ a utre s p a tho lo g ie s d u systè me  ne rve ux, c o mme  

le s a ntidé pre sse urs e t le s a nti-é p ile p tiq ue s. Né a nmo ins, c e s mo lé c ule s mo ntre nt une  

e ffic a c ité  p a rtie lle  c he z le s p a tie nts e t e ntra ine nt d e s e ffe ts indé sira b le s so uve nt 

g ê na nts (Atta l, 2011). De  no mb re use s d o nné e s d e  la  litté ra ture  s’ a c c o rde nt à  d ire  
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Tableau I-1. Sémiologie des douleurs neuropathiques 

Douleurs spontanées

Douleurs provoquées

Sensations anormales

Déficits sensitifs

Continues 

Paroxystiques

Brûlure, étau

Décharges électriques, 

élancements

Allodynie 

Hyperalgésie

Statique, dynamique

Chaud, froid

Dysesthésies

Paresthésies

Fourmillements

Picotements

Démangeaisons

Hypoesthésie

Anesthésie

(d�après Attal et al., 2006)
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q ue  l’ e ffe t a nta lg iq ue  d e s a ntidé pre sse urs e st lié  à  le ur a c tio n sur le s systè me s de  

mo d ula tio n d e  la  d o ule ur.  Une  me ille ure  c o mp ré he nsio n d e s mé c a nisme s c e llula ire s 

e t mo lé c ula ire s mis e n je u se mb le  c e p e nd a nt né c e ssa ire  a fin d e  p e rme ttre  la  mise  

e n é vide nc e  de  no uve lle s c ib le s thé ra pe utiq ue s e t le  dé ve lo pp e me nt d e  no uve a ux 

tra ite me nts p ha rma c o lo g iq ue s.  

C ’ e st d a ns c e  c o nte xte  q ue  s’ insc rit mo n tra va il d e  thè se . Grâ c e  à  un mo dè le  

murin de  d o ule ur ne uro p a thiq ue , no us a vo ns mis é vid e nc e  q ue  l’ e ffe t thé ra p e utiq ue  

d e s a ntidé pre sse urs e st lié  à  so n a c tio n sur le  systè me  ne rve ux p é rip hé riq ue  e t p lus 

p a rtic uliè re me nt a u se in de s g a ng lio ns ra c hid ie ns (DRG ). Ce t e ffe t se ra it lié  à  un 

re c rute me nt d u systè me  no ra dré ne rg iq ue  (Ya lc in e t a l., 2009b ) e t d u systè me  

o p io ïd e rg iq ue  e nd o g è ne  (Be nb o uzid  e t a l., 2008c ; Bo hre n e t a l., 2010). De  p lus, le s 

e ffe ts a nti-a llo d yniq ue s o b se rvé s so nt c o rré lé s à  une  d iminutio n de  la  synthè se  d e  

mé d ia te urs p ro -infla mma to ire s te ls -./01/0234 052.67803/987:;:04<9=78- > (Bo hre n e t 

a l., 2013). Da ns la  lig né e  d e  c e s ré sulta ts, no us a vo ns mis e n é vide nc e  q ue  le s 

p ho spho d ie sté ra se s po urra ie nt a ussi c o nstitue r une  c ib le  thé ra pe utiq ue  d a ns le  

tra ite me nt d e  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue . 

La  pre miè re  p a rtie  de  l’ intro d uc tio n se ra  c o nsa c ré e  à  un é ta t d e  l’ a rt d e s 

c o nna issa nc e s c liniq ue s e t p ré c liniq ue s c o nc e rna nt le  mé c a nisme  d ’ a c tio n d e s 

a ntidé pre sse urs, e n insista nt to ut p a rtic uliè re me nt sur 1/0 8?1/0 @/:0 8A9/B=/.8:0 !2 

a d ré ne rg iq ue s. La  de uxiè me  pa rtie  se ra  d é d ié e  a u rô le  d u systè me  ne rve ux 

p é riphé riq ue  e t no ta mme nt d u g a ng lio n ra c hid ie n d a ns la  physio p a tho lo g ie  de  la  

d o ule ur ne uro p a thiq ue . La  tro isiè me  p a rtie  d e  l’ intro d uc tio n a b o rd e ra  le  rô le  du 

234 0 <.0 :/;C0 @.0 :D:=E6/0 C/8F/.G0 9/C=8<10 /=0 BArip hé riq ue . No us é vo q ue ro ns 

l’ imp lic a tio n d e s inte ra c tio ns ne uro -immuno -g lia le s e t le  rô le  c e ntra l d u TNF  d a ns 

c e s mé c a nisme s. Enfin, d a ns une  q ua triè me  p a rtie , no us ré sume ro ns l’ imp lic a tio n de s 

p ho spho d ie sté ra se s (PDE) d a ns le s d o ule urs infla mma to ire s e t ne uro p a thiq ue s e t le ur 

tra ite me nt. 
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II. Tra ite me nt de  la  doule ur ne uropa thique  : de s a ntidé pre sse urs  !"#$2- a goniste s

A. Tra ite me nt pa r le s antidé pre sse urs 

1. Ac tivité  a nta lg ique  de s a ntidé pre sse urs

Il y a  50 a ns e t p o ur la  p re miè re  fo is, une  é tud e  pré limina ire  me t e n é vide nc e  le  

p o uvo ir a na lg é siq ue  d e s a ntid é pre sse urs imipra miniq ue s da ns le s d o ule urs 

ne uro p a thiq ue s (Pa o li e t a l., 1960). Une  q uinza ine s d ’ a nné e s p lus ta rd , une  é tude  

c liniq ue  me né e  sur 8 p a tie nts a tte ints d e  po lyne uro p a thie s d ia b é tiq ue s d é mo ntre  

l’ e ffe t a na lg é siq ue  d ’ un tra ite me nt pro lo ng é  p a r le s a ntid é p re sse urs tric yc liq ue s 

(Da vis e t a l., 1977). Bie n q u’ il a it fa llu a tte nd re  la  fin d e s a nné e s 90 p o ur q ue  le s 

a g e nc e s d e  c o ntrô le  d u mé d ic a me nt a uto rise nt le ur mise  sur le  ma rc hé , le s 

a ntidé pre sse urs c o nstitue nt a ujo urd ’ hui le  tra ite me nt de  ré fé re nc e  d e  c e s d o ule urs 

(Atta l e t a l., 2006). Une  e nq uê te  me né e  e n 2006 ra p p o rte  q ue  le s a ntid é p re sse urs 

re pré se nte nt e nviro n 29% d e s p re sc rip tio ns, a rriva nt né a nmo ins lo in de rriè re  le s 

a na lg é siq ue s c la ssiq ue s (o p ia c é s, a nti-infla mma to ire s no n sté ro ïd ie ns) e t le s 

a ntié p ile p tiq ue s d a ns le  tra ite me nt d e  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  (Mc De rmo tt e t a l., 

2006). Le ur e ffic a c ité  re lè ve  ma jo rita ire me nt d e  la  c a p a c ité  à  mo d ule r la  

tra nsmissio n de  l’ info rma tio n d o ulo ure use , ind é pe nd a mme nt d e  le ur a c tio n sur le s 

tro ub le s d e  l’ hume ur (Sa a rto  a nd  Wiffe n, 2007). Plusie urs a rg ume nts c liniq ue s 

vie nne nt é ta ye r c e tte  hyp o thè se . D’ une  pa rt, l’ e ffic a c ité  d e s a ntidé p re sse urs a  é té  

mise  e n é vid e nc e  c he z d e s p a tie nts d o ulo ure ux no n dé pre ssifs (Ong he na  a nd  Va n 

Ho ud e nho ve , 1992). D’ a utre  p a rt, l’ e ffe t a nta lg iq ue  se  ma nife ste  à  d e s d o se s p lus 

fa ib le s (Ruo ff, 1996; Go ld ste in e t a l., 2005) e t d a ns d e s d é la is p lus c o urts q ue  c e ux 

o b se rvé s d a ns le  tra ite me nt d e  la  dé pre ssio n (Hirsc hfe ld  e t a l., 2005). Ma lg ré  de  

no mb re ux a rg ume nts a lla nt e n fa ve ur d ’ une  a c tio n a nta lg iq ue  pro p re , o n ne  p e ut 

e xc lure  d a ns c e rta ins c a s un p ro b a b le  b é né fic e  thé ra p e utiq ue  lié  a ux p ro p rié té s 

thymo a na le p tiq ue s de s a ntidé pre sse urs (Mic o  e t a l., 2006). 

2. Princ ipa le s c la sse s thé ra pe utique s

a . Le s a ntid é p re sse urs tric yc liq ue s

L’ e ffic a c ité  d e s a ntid é pre sse urs tric yc liq ue s (ATC) e st b ie n é ta b lie  d a ns le  

tra ite me nt d e  d o ule urs ne uro p a thiq ue s à  l’ e xc e p tio n d e  la  ne uro pa thie  lié e  a u sida  
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(Dwo rkin e t a l., 2007; Atta l e t a l., 2010).  Pe u d ’ a ntidé pre sse urs tric yc liq ue s p o ssè d e nt 

une  a uto risa tio n d e  mise  sur le  ma rc hé  (AMM) e n ta nt q ue  tra ite me nt d e  c e s 

d o ule urs, p a rmi le sq ue ls o n p e ut c ite r l’ a mitrip tyline  (La ro xyl®), l’ imip ra mine  

(To fra nil®), la  c lo mip ra mine  (Ana fra nil®) o u la  d ulo xé tine  (Cymb a lta ®) (Ta ble a u I- 2). 

L’ e ffe t thé ra p e utiq ue  e st o b se rvé  e nviro n 1 se ma ine  a prè s le  dé b ut d u tra ite me nt 

(Atta l, 2008). Le urs e ffe ts indé sira b le s c o nstitue nt le  p ro b lè me  ma je ur d e s ATC e t so nt 

lié s à  le urs pro prié té s a ntic ho line rg iq e s (sé c he re sse  d e  la  b o uc he , c o nstipa tio n, 

ta c hyc ha rd ie ) e t a dré no lytiq ue s (hyp o te nsio n o rtho sta tiq ue ). Ce s e ffe ts so nt 

d é pe nd a nts d e  la  d o se  utilisé e . Le s d o se s e ffic a c e s so nt 3 à  4 fo is p lus fa ib le s q ue  

c e lle s utilisé e s d a ns le  tra ite me nt d e  la  d é p re ssio n (Sp e nc e r a nd  Wild e , 1998) c e  q ui 

p e ut e xp liq ue r la  d iminutio n de  la  fré q ue nc e  d ’ a pp a ritio n de s c e s e ffe ts ind é sira b le s 

d a ns le  tra ite me nt d e  la  d o ule ur ne uro pa thiq ue . 

b . Le s inhib ite urs sé le c tifs de  la  re c a p ture  d e  sé ro to nine  e t d e

no ra d ré na line  (IRSN) 

L’ e ffic a c ité  d e  la  ve nla fa xine  e t de  la  d ulo xé tine  a  é té  c o nfirmé e  d a ns de s e ssa is 

c liniq ue s c o ntrô lé s c he z de s p a tie nts a tte ints d e  ne uro p a thie s pé rip hé riq ue s, 

(Ro wb o tha m e t a l., 2004; Go ldste in e t a l., 2005; We rnic ke  e t a l., 2006) b ie n q ue  la  

d ulo xé tine  so it la  se ule  à  a vo ir o b te nu une  AMM d a ns le  tra ite me nt d e s ne uro p a thie s 

d ia b é tiq ue s. Le s d o nné e s issue s d e  mé ta -a na lyse s se mb le nt ind iq ue r q u’ ils 

p ré se nte nt une  e ffic a c ité  mo ind re  q ue  le s ATC (Finne rup  e t a l., 2005). De  ma niè re  

g é né ra le  le s e ffe ts indé sira b le s so nt simila ire s à  c e ux o b se rvé s a ve c  le s ATC b ie n q ue  

le ur fré q ue nc e  d ’ a p pa ritio n re ste  re la tive me nt fa ib le  (Arno ld  e t a l., 2004; Cha p pe ll e t 

a l., 2008). 

c . Le s inhib ite urs sé le c tifs d e  la  re c a p ture  d e  sé ro to nine

La  p lupa rt d e s é tud e s c liniq ue s s’ a c c o rde nt à  d ire  q ue  le s inhib ite urs sé le c tifs d e  la  

re c a p ture  d e  la  sé ro to nine  (ISRS) so nt q ua si-ine ffic a c e s d a ns le  tra ite me nt d e  la  

d o ule ur ne uro pa thiq ue  (Dwo rkin e t a l., 2007) e t l’ e ffe t a na lg é siq ue  de  la  fluo xé tine  

(ISRS) n’ a  é té  o b se rvé  q ue  sur de s p a tie nts d o ulo ure ux e t d é p re ssifs (Ma x e t a l., 

1992). Né a nmo ins, il fa ut no te r q ue  c e rta ine s é tud e s o nt d é mo ntré  une  e ffic a c ité  

d ’ a utre s ISRS c o mme  la  p a ro xé tine  (Myla n®) o u l’ e sc ita lo pra m (Se ro p le x®) c he z d e s 

p a tie nts a tte ints d e  d o ule urs ne uro p a thiq ue s, indé pe nd a mme nt d e  le urs e ffe ts 

thymo a na le p tiq ue s (Sind rup  e t a l., 1990; Otto  e t a l., 2008). Ce s e ffe ts re ste nt to ute fo is 
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Tableau I-2 : Antidépresseurs et traitement de la douleur neuropathique 

Classe

pharmacologique
Molécule

Antidépresseur 

tricyclique

Etiologie

Amitriptyline (Laroxyl®)

Imipramine (Tofranil®)

Antidépresseur IRSN Duloxétine (Cymbalta®) Polyneuropathie diabétique

Polyneuropathie diabétique, 

Neuropathie post-zostérienne

Polyneuropathie diabétique, 

Neuropathie post-zostérienne

(d�après Attal et al., 2008)

Clomipramine (Anafranil®) Efficacité dans plusieurs étiologies
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mo ins p ro no nc é s (Ja c kso n a nd  St Ong e , 2003), a ve c  e nviro n 1 p a tie nt so ula g é  sur 6 

(Otto  e t a l., 2008) c o ntre  1 sur 3 p o ur le s ATC (Finne rup  e t a l., 2005). Enfin, no us 

p o uvo ns no te r q u’ une  é tud e  d e  c a s a  mis e n é vid e nc e  un e ffe t a nta lg iq ue  d ’ un 

inhib ite ur sé le c tif d e  la  re c a p ture  d e  la  no ra d ré na line , la  ré b o xé tine  (Kre ll e t a l., 

2005). Ce s d o nné e s, a sso c ié e s à  l’ e ffic a c ité  mo d é ré e  de s ISRS, sug g è re nt q ue  le  

systè me  no ra dré ne rg iq ue  jo ue  un rô le  p ré po nd é ra nt d a ns l’ e ffe t thé ra p e utiq ue  d e s 

a ntidé pre sse urs. No us p o uvo ns é me ttre  l’ hyp o thè se  d ’ une  e ffic a c ité  va ria b le  se lo n 

le s pa tie nts, p ro b a b le me nt lié e  à  la  d ive rsité  d e s mé c a nisme s p hysio pa tho lo g iq ue s 

mis e n je u d a ns la  d o ule ur ne uro pa thiq ue .  

B. Rôle  du systè me  monoa mine rg ique  da ns le  mé c a nisme  d’a c tion de s 

a ntidé pre sse urs 

De  ma niè re  g é né ra le , le s d o nné e s c o nc e rna nt le  mé c a nisme  d ’ a c tio n d e s 

a ntidé pre sse urs p ro vie nne nt d ’ é tud e s p ré c liniq ue s utilisa nt d e s mo d è le s a nima ux. 

No to ns q ue  da ns la  ma jo rité  d e s c e s é tude s, l’ e ffe t a ntino c ic e p tif e st me suré  da ns 

d e s mo dè le s de  d o ule ur a ig uë , situa tio n da ns la q ue lle  le s a ntidé p re sse urs ne  so nt 

ja ma is utilisé s. En c e  se ns, il se mb le  né c e ssa ire  d e  fa vo rise r l’ utilisa tio n d e  mo d è le s de  

d o ule urs c hro niq ue s a sso c ié s à  une  me sure  d e  l’ a na lg é sie  lo rs d ’ un tra ite me nt 

p ro lo ng é  pa r le s a ntidé p re sse urs.  

1. Le  systè me  sé rotone rg ique

a . Effic a c ité  d e s ISRS : d o nné e s p ré c liniq ue s

Le s d o nné e s se mb le nt ind iq ue r q ue  l’ a c tiva tio n de s c o ntrô le s de sc e nda nts 

mo no a mine rg iq ue s p e ut e xe rc e r, se lo n le s c a s, une  a c tio n inhib itric e  o u fa c ilita tric e  

sur la  tra nsmissio n de  l’ info rma tio n no c ic e p tive  (Milla n, 2002). Ce la  d é pe ndra  e n 

p a rtie  d u type  d e  d o ule ur, a ig uë  o u c hro niq ue , a insi q ue  d u typ e  d e  ré c e p te ur mis 

e n je u (Ba rd in e t a l., 2000; Je o ng  e t a l., 2004; So mme r, 2006). Eta nt d o nné  le  rô le  

p rimo rd ia l d e  l’ a c tiva tio n d e s c o ntrô le s d e sc e nda nts da ns la  tra nsmissio n de  

l’ info rma tio n no c ic e p tive , il se mb le  lé g itime  de  sup p o se r q ue  l’ a c tio n a nta lg iq ue  de s 

a ntidé pre sse urs né c e ssite  le  re c rute me nt du systè me  sé ro to ne rg iq ue  (Mic o  e t a l., 

2006). Le s é tud e s me né e s c he z le s a nima ux d é fic ie nts p o ur le  tra nsp o rte ur d e  la  

sé ro to nine  (SERT-/ -) mo ntre nt q ue  le s so uris ne  dé ve lo p p e nt pa s d ’ hype ra lg é sie  

the rmiq ue , ma is une  a llo d ynie  mé c a niq ue  b ila té ra le , suite  à  l’ induc tio n d ’ une  
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ne uro p a thie  (Vo g e l e t a l., 2003). Si c e rta ins g ro upe s o nt pu me ttre  e n é vid e nc e  un 

e ffe t a ntia llo d yniq ue  d ’ un tra ite me nt a ig u (Anja ne yulu a nd  Cho p ra , 2006) o u 

p ro lo ng é  (Ka to  e t a l., 2013; Za re i e t a l., 2014) p a r la  fluo xe tine  (ISRS) c he z l’ a nima l, 

d ’ a utre s d o nné e s dé mo ntre nt le  c o ntra ire  (Be nb o uzid  e t a l., 2008a ). De  p lus, une  

é tud e  c o mpa ra tive  me t e n é vide nc e  l’ e ffic a c ité  d ’ un tra ite me nt p a r ISRS d a ns un 

mo d è le  d e  ne uro p a thie  d ia b é tiq ue , a lo rs q ue  c e lui-c i re ste  ine ffic a c e  d a ns un 

mo d è le  d e  ne uro pa thie  d ’ o rig ine  tra uma tiq ue  (Ike da  e t a l., 2009). Enfin, il se mb le ra it 

q ue  l’ e ffic a c ité  d e  c e s tra ite me nts d é p e nde  a ussi d e  la  na ture  d u stimulus se nso rie l 

te sté . Ainsi, la  fluo xé tine  (ISRS) a tté nue  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  a lo rs q u’ a uc un e ffe t 

n’ e st o b se rvé  sur l’ hype ra lg é sie  the rmiq ue  (Pe d e rse n e t a l., 2005). 

b . Mé c a nisme  d ’ a c tio n : b a la nc e  5-HT1/ 5-HT2

L’ ide ntific a tio n de s mé c a nisme s mo lé c ula ire s e t c e llula ire s re sp o nsa b le s de  l’ e ffe t 

thé ra p e utiq ue  de s a ntid é p re sse urs a  p e rmis d e  ré a lise r une  a va nc é e  c o nsid é ra b le  

d a ns la  c o mp ré he nsio n d e s p hé no mè ne s d e  « ré sista nc e  » a ux IRS. En e ffe t, d e s 

d o nné e s me tte nt e n é vid e nc e  q ue  la  c o -a d ministra tio n d ’ a nta g o niste s de s 

ré c e p te urs d e  la  sé ro to nine  5-HT1A (5-Hyd ro xytryp ta mine ) p o te ntia lise  l’ e ffe t 

a ntino c ic e p tif d ’ un ATC (Ard id  e t a l., 2001) e t d u tra ma d o l (Be rro c o so  e t a l., 2007) 

d a ns un mo d è le  d e  ne uro p a thie  p é rip hé riq ue . De  p lus, l’ a dministra tio n intra -

c é ré b ro -ve ntric ula ire  d ’ ARN a nti-se ns d irig é  c o ntre  le  ré c e p te ur 5-HT1 (He rna nd e z e t 

a l., 2004), a insi q ue  l’ inje c tio n intra thé c a le  d ’ a nta g o niste s d e  c e  ré c e p te ur, suffit à  

a tté nue r l’ hype rse nsib ilité  mé c a niq ue  ind uite  pa r la  ne uro p a thie  (We i a nd  

Pe rto va a ra , 2006). Ce t e ffe t se ra it lié  a u b lo c a g e  d ’ a uto ré c e p te urs 5-HT1 situé s d a ns 

le s no ya ux sé ro to ne rg iq ue  sup ra sp ina ux e t ind uisa nt un c o ntrô le  inhib ite ur sur la  

lib é ra tio n de  sé ro to nine  (Be rro c o so  e t a l., 2007). A l’ inve rse , le  ré c e p te ur 5-HT2 

se mb le  né c e ssa ire  à  l’ e ffe t a ntia llo d yniq ue  d ’ un ISRS (Ho nd a  e t a l., 2006), e t sa  se ule  

stimula tio n p ha rma c o lo g iq ue  e st c a pa b le  de  so ula g e r sig nific a tive me nt l’ a llo d ynie  

ne uro p a thiq ue  (Ob a ta  e t a l., 2001). Pa r a ille urs, il se mb le  q ue  d a ns le  c a s d e  d o ule ur 

ne uro p a thiq ue  d ia b é tiq ue , l’ a c tivité  d u ré c e p te ur 5HT-2 so it a lté ré e  p a r la  

sure xp re ssio n d ’ une  p ro té ine  d ’ é c ha fa ud a g e . L’ a d ministra tio n d ’ un p e p tide  

p e rme tta nt la  d isso c ia tio n de  c e  c o mple xe  p ro té iq ue  a tté nue  l’ hyp e rse nsib ilité  

mé c a niq ue  e t p o te ntia lise  l’ e ffe t a ntia llo d yniq ue  d ’ un ISRS, la  fluo xé tine  (Pic ho n e t 

a l., 2010). No us p o uvo ns no te r q ue  le  rô le  d e  la  sé ro to nine  d a ns le s ré p o nse s a u 

tra ite me nt pa r a ntidé p re sse urs n’ e st pa s univo q ue . En e ffe t, no us a vo ns pu o b se rve r 
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q ue  c e lui-c i p e ut ê tre  p ro  o u a ntino c ic e p tif e n fo nc tio n d u typ e  d e  ré c e p te ur 

re c ruté . Pa r c o nsé q ue nt, no us p o uvo ns e nvisa g e r q u’ e n c o nd itio n ne uro p a thiq ue , 

une  a lté ra tio n de  l’ a c tivité  a ntino c ic e p tive  a sso c ié e  à  une  sura c tiva tio n d e  la  

c o mp o sa nte  pro no c ic e p tive  re nd  ine ffic a c e s le s tra ite me nts p a r ISRS. 

2. Le  systè me  nora dré ne rg ique

Le s d o nné e s o b te nue s p a r d e s a pp ro c he s tra nsg é niq ue s me tte nt e n é vid e nc e  

l’ imp lic a tio n d u systè me  no ra d ré ne rg iq ue  d a ns la  mo d ula tio n de  la  tra nsmissio n de  

l’ info rma tio n no c ic e ptive . Le s a nima ux dé fic ie nts p o ur le  tra nsp o rte ur de  la  

no ra d ré na line  (NET-/ -) a ffic he nt une  pro fo nde  hyp o a lg é sie  the rmiq ue  a lo rs q ue  c e s 

e ffe ts re ste nt né g lig e a b le s c he z le s a nima ux SERT-/ - (Ha ll e t a l., 2011). Le s d o nné e s 

o b te nue s a u se in d u la b o ra to ire  d é mo ntre nt q u’ un tra ite me nt p ro lo ng é  p a r la  

fluo xé tine  n’ a  a uc un e ffe t a ntia llo d yniq ue  d a ns un mo dè le  d e  ne uro p a thie  

p é riphé riq ue  (Be nb o uzid  e t a l., 2008a ). A l’ inve rse , un tra ite me nt p a r un inhib ite ur 

sé le c tif d e  la  re c a p ture  d e  no ra d ré na line  (IRN), la  ré b o xé tine , so ula g e  l’ a llo d ynie  

ne uro p a thiq ue  so ulig na nt a insi le  rô le  pré po nd é ra nt d u systè me  no ra d ré ne rg iq ue  

(Ya lc in e t a l., 2009a ). De  p lus, une  lé sio n d e s c o ntrô le s d e sc e nd a nts 

no ra d ré ne rg iq ue s pa r la  6-hyd ro xyd o p a mine  (6-OHDA) supp rime  l’ e ffe t 

a ntia llo d yniq ue  d ’ un IRSN, a lo rs q u’ une  lé sio n sé le c tive  de  fib re s sé ro to ne rg iq ue s n’ a  

a uc un e ffe t (Suzuki e t a l., 2008). Ce c i c o nfirme  d o nc  q ue  le  systè me  

no ra d ré ne rg iq ue  e st né c e ssa ire  à  l’ e ffe t thé ra p e utiq ue  de s a ntid é p re sse urs. 

a . Le s ré c e p te urs  2-a d ré ne rg iq ue s

Le s ré c e p te urs  2-a dré ne rg iq ue s so nt trè s la rg e me nt e xprimé s da ns le s systè me s 

ne rve ux c e ntra l e t pé rip hé riq ue  (Pe rto va a ra , 2013). Une  va ria tio n d ’ e xp re ssio n d e s 

!"#$%&$'!() 2-a dré ne rg iq ue s a u nive a u sp ina l (Le ip ha rt e t a l., 2003) e t p é riphé riq ue  

(Cho  e t a l., 1997) a  é té  o b se rvé e  suite  à  l’ ind uc tio n d ’ une  ne uro pa thie  p é rip hé riq ue . 

En c liniq ue , l’ utilisa tio n d ’ a g o niste s de s ré c e p te urs  2-a dré ne rg iq ue s c o mme  la  

c lo nid ine  e st une  a lte rna tive  a ux tra ite me nts usue ls da ns le  c a s d e  d o ule ur 

ne uro p a thiq ue  (Smith e t a l., 2008). Le ur rô le  da ns l’ e ffe t thé ra p e utiq ue  d ’ un 

tra ite me nt pro lo ng é  p a r le s a ntidé pre sse urs re ste  p e u c o nnu. L’ e ffe t a na lg é siq ue  

a ig u d ’ un ATC e st pe rd u c he z d e s a nima ux d é fic ie nts p o ur le s ré c e p te urs  2 

a d ré ne rg iq ue s (Ozd o g a n e t a l., 2004). Da ns un mo d è le  d e  ne uro pa thie  c e tte  fo is-c i, 

l’ a d ministra tio n lo c a le  d ’ a nta g o niste s de s ré c e p te urs  2-a dré ne rg iq ue s b lo q ue  
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l’ e ffe t a nta lg iq ue  a ig u d ’ un IRSN (Ce g ie lska -Pe run e t a l., 2013). Bie n q ue  c e s 

ré c e p te urs so ie nt impliq ué s d a ns l’ e ffe t a nta lg iq ue  a ig u d e s a ntid é pre sse urs, le ur 

impa c t da ns l’ e ffe t d ’ un tra ite me nt p ro lo ng é  se mb le  limité  (Ya lc in e t a l., 2009b ; 

Ya lc in e t a l., 2009a ; Cho uc a ir-Ja a fa r e t a l., 2014). 

b . Le s !"#$%&$'!()*2-a dré ne rg iq ue s

Le s ré c e p te urs *2-a d ré ne rg iq ue s so nt d istrib ué s d a ns le  systè me  ne rve ux c e ntra l e t 

p é riphé riq ue  (Nic ho la s e t a l., 1991; Nic ho lso n e t a l., 2005) e t d e s do nné e s mo ntre nt 

q u’ ils pe uve nt ê tre  sure xp rimé s da ns le s g a ng lio ns ra c hid ie ns suite  à  une  lé sio n du 

ne rf sc ia tiq ue  (Ma ruo  e t a l., 2006). Le  rô le  d e s ré c e p te urs *2-a dré ne rg iq ue s da ns 

l’ e ffe t a na lg é siq ue  a ig u d e s a ntid é p re sse urs a  d é jà  é té  sug g é ré  d a ns un mo dè le  d e  

d o ule ur infla mma to ire  (Mic o  e t a l., 1997). Da ns un mo d è le  d e  d o ule ur 

ne uro p a thiq ue , un tra ite me nt pa r la  no rtrip tyline  (ATC) e st e ffic a c e  a prè s e nviro n 

une  d iza ine  d e  jo urs (Be nb o uzid  e t a l., 2008a ; Ya lc in e t a l., 2009b ), c e  q ui e st 

re la tive me nt p ro c he  d e s d é la is d ’ a c tio ns o b se rvé s e n c liniq ue  c he z le s p a tie nts 

tra ité s pa r le s a ntidé pre sse urs (Atta l, 2008). Ainsi, la  c o -a d ministra tio n d ’ a nta g o niste s 

+$() !"#$%&$'!()*-a d ré ne rg iq ue s supp rime  l’ e ffe t a ntia llo d yniq ue  d e  la  no rtrip tyline , 

a lo rs q ue  l’ a d ministra tio n d ’ a nta g o niste s d e s ré c e p te urs  2-a dré ne rg iq ue s n’ a  a uc un 

e ffe t (Ya lc in e t a l., 2009b ). De  mê me , a lo rs q u’ un a nta g o niste  sé le c tif de s ré c e p te urs 

*2-a dré ne rg iq ue s b lo q ue  l’ e ffe t d ’ un ATC, l’ inje c tio n d ’ a nta g o niste s de s ré c e p te urs 

*1 $&)*3-a d ré ne rg iq ue s re ste  ine ffic a c e , sug g é ra nt un rô le  p ré fé re ntie l d e s ré c e p te urs 

*2-a dré ne rg iq ue s (Ya lc in e t a l., 2009a ). Ce s do nné e s o nt e nsuite  é té  c o nfirmé e s pa r 

la  p e rte  d ’ e ffic a c ité  de s ATC (no rtrip tyline , dé sip ra mine ) c he z d e s a nima ux d é fic ie nts 

%,'!) -$) !"#$%&$'!)*2-a d ré ne rg iq ue  (Ya lc in e t a l., 2009b ; Ya lc in e t a l., 2009a ). Ce tte  

p e rte  d ’ e ffic a c ité  a  a ussi é té  o b se rvé e  po ur d ’ a utre s c la sse s d ’ a ntidé pre sse urs 

c o mme  le s IRSN (d ulo xé tine ) e t le s IRN (ré b o xé tine ) (Ya lc in e t a l., 2009a ). On p e ut 

é g a le me nt no te r q ue  l’ a d ministra tio n intra thé c a le  lo mb a ire , ma is p a s 

intra c é ré b ro ve ntric ula ire  d ’ a nta g o niste s de  c e s ré c e p te urs, sup prime  l’ a c tio n 

a ntia llo d yniq ue  d e s a ntidé pre sse urs, e xc lua nt a insi un rô le  d e s struc ture s 

supra sp ina le s da ns c e t e ffe t (Ya lc in e t a l., 2009a ) (Ta ble a u I-3). 

c . Effe t a ntia llo d yniq ue  d e s *2-a g o niste s

Le s ré c e p te urs *2-a d ré ne rg iq ue s se mb le nt né c e ssa ire s à  l’ a c tio n d e s 

a ntidé pre sse urs, ma is le ur se ule  stimula tio n e st é g a le me nt suffisa nte  p o ur o b te nir un 

12



Tableau I-3. Rôle du système noradrénergique dans l�effet antiallodynique des antidépres-

seurs. Approche pharmacologique utilisant des administrations systémique ou locale 

d�antagonistes des récepteurs adrénergiques. Le blocage des récepteurs adrénergiques supprime 

 !"##"$%$&'()*"+$,-+"%."% !)/$,.'*("00"+(%1%%%%2%3+%/!)%)+4+/%"##"$%1%%%%%25%6,0$"%.!)7('8,)$,3/0%9%:;<=>%

:;).("/34"*$3(?%<@A>%)/$,.'*("00"+(%$(,4B ,-+"?%C;%<=>%C;).("/34"*$3(?%,5458>%,/$()4'('7(38"/$(,4+;

 ),("?%,5*>%,/$()*'(,$3/') "?%D=E>%,/&,7,$"+(%0' "4$,#%."% )%("4)*$+("%."%/3().('/) ,/"?%D=FE>%,/&,7,$"+(%

."% )%("4)*$+("%."%/3().('/) ,/"%"$%0'(3$3/,/"?%,5$>%,/$()$&'4) "

ATC

Antagonistes

IRSN

Voie d�administration

IRN

E3($(,*$B ,/" Venlafaxine ='73G'$,/"

C
2
;<=

C
3
;<=

C
1
;<=

C;<=

i.p.

i.p.

i.p.

i.p.

C
2
;<= i.c.v

C
2
;<= i.t.

:
2
;<=

i.p.

non testé

non testé

non testé

non testé

non testé

non testé

non testé

non testé

non testé

non testé

13



e ffe t a ntia llo d yniq ue . En e ffe t, un tra ite me nt p ro lo ng é  pa r d e s *2-a g o niste s a tté nue  

l’ a llo d ynie  ne uro pa thiq ue  lé sio nne lle  (Ya lc in e t a l., 2010) o u d ia b é tiq ue  (Cho uc a ir-

Ja a fa r e t a l., 2014). Ce tte  a c tio n a  é té  o b se rvé e  a ve c  11 *2-a g o niste s d iffé re nts 

(b a mb uté ro l, c le nb uté ro l, fé no té ro l, fo rmo té ro l, iso p ré na line , mé ta pro té ré no l, 

p ro c a té ro l, rito drine , sa lb uta mo l, sa lmé té ro l, te rb uta line ) (Cho uc a ir-Ja a fa r e t a l., 

2009; Ya lc in e t a l., 2010). Co mme  p o ur le s a ntid é p re sse urs, l’ e ffe t a ntia llo d yniq ue  de s 

*2-a g o niste s e st o b se rvé  a prè s e nviro n 10 jo urs de  tra ite me nt. Que  c e  so it p o ur le s 

a ntidé pre sse urs o u le s *2-a g o niste s, le  d é la i d ’ a c tio n ne  se mb le  p a s ê tre  d é p e nd a nt 

d e s d o se s utilisé e s (Be nb o uzid  e t a l., 2008a ; Cho uc a ir-Ja a fa r e t a l., 2009). Ce c i 

d é mo ntre  q ue  le  d é la i thé ra pe utiq ue  ne  se ra it pa s uniq ue me nt dû a ux pro prié té s 

p ha rma c o c iné tiq ue s d e  la  mo lé c ule , ma is d ’ a va nta g e  lié  à  la  mise  e n p la c e  de  

p hé no mè ne s d e  ne uro p la stic ité s mo lé c ula ire  e t c e llula ire  (Ba rro t e t a l., 2009). Pa r 

a ille urs, il e st ./%,!&01&)+$)%!"#.($!)2'$) -$()*2-a g o niste s p ré se nte nt une  e ffic a c ité  à  

d e  fa ib le s d o se s (Cho uc a ir-Ja a fa r e t a l., 2009) simila ire s à  c e lle s utilisé e s p o ur le  

tra ite me nt d e  p a tho lo g ie s de s vo ie s re sp ira to ire s. Ce la  pe rme t e ntre  a utre , d e  limite r 

le s e ffe ts né fa ste s d ’ un tra ite me nt p ro lo ng é  sur le  systè me  c a rd io va sc ula ire  

(Cho uc a ir-Ja a fa r e t a l., 2011) 

d . Do nné e s c liniq ue s

Au nive a u c liniq ue , une  é tud e  d e  c a s me né e  sur 6 p a tie nts so uffra nt d e  d o ule urs 

ne uro p a thiq ue s d é mo ntre  q ue  l’ a d ministra tio n p ro lo ng é e  d ’ un *2-a g o niste , le  

sa lb uta mo l,  d iminue  d e  ma niè re  sig nific a tive  le s symp tô me s d o ulo ure ux (Co k e t a l., 

2010). En o utre , d e s d o nné e s é p id é mio lo g iq ue s o nt mis e n é vide nc e  q ue  le  risq ue  de  

d é ve lo pp e r de s d o ule urs ne uro pa thiq ue s p o st-tho ra c o to mie  e st d ivisé  p a r 5 c he z le s 

p a tie nts tra ité s p a r de s *2-a g o niste s (Sa lva t e t a l., 2014, e n ré visio n). La  p re uve  de  le ur 

e ffic a c ité  né c e ssite  d e s é tud e s c liniq ue s c o ntrô lé e s, ra nd o misé e s e n d o ub le  

a ve ug le , e t une  te lle  é tud e  e st a c tue lle me nt e n c o urs a ux hô p ita ux Unive rsita ire s d e  

Stra sb o urg . 

C. Le  systè me  ne rve ux pé riphé rique  : site  d’ac tion de s a ntidé pre sse urs 

1. Antidé pre sse urs e t systè me  ne rve ux sympa thique
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a . Gé né ra lité s

Le  systè me  ne rve ux symp a thiq ue  c o nstitue  une  d e s c o mp o sa nte s d u systè me  

ne rve ux a uto no me . Sc hé ma tiq ue me nt, le s ne uro ne s p ré g a ng lio nna ire s 

c ho line rg iq ue s é me rg e nt d e  la  mo e lle  é p iniè re  tho ra c o -lo mb a ire  e t re jo ig ne nt la  

c ha ine  symp a thiq ue  pa ra ve rté b ra le  pa r le  b ia is du ra me a u c o mmunic a nt b la nc . Le s 

ne uro ne s p o st-g a ng lio nna ire s no ra dré ne rg iq ue s c o mmuniq ue nt a ve c  le  ne rf sp ina l 

via  le  ra me a u c o mmunic a nt g ris. En c o nd itio n p hysio lo g iq ue , il n’ e xiste  a uc une  

inte ra c tio n e ntre  le s ne uro ne s p o st-g a ng lio nna ire s d u systè me  ne rve ux symp a thiq ue  

e t le s ne uro ne s se nso rie ls p rima ire s d a ns le s g a ng lio ns ra c hid ie ns d o rsa ux (DRG) 

(Ra me r a nd  Bisb y, 1999). En c o nd itio n ne uro p a thiq ue , l’ utilisa tio n d e  b lo c s ne rve ux 

symp a thiq ue s, o u de  symp a the c to mie s so ula g e nt sig nific a tive me nt c e rta ins pa tie nts 

(Ha nning to n-Kiff, 1974; Bo nic a , 1990), ma is re ste nt ine ffic a c e s c he z d ’ a utre s (Bo nic a , 

1990). Ce s o b se rva tio ns o nt a me né  à  d iffé re nc ie r 2 type s d e  d o ule urs 

ne uro p a thiq ue s d ite s « d é p e nda nte  d u systè me  symp a thiq ue  » (SMP) e t 

« ind é p e nda nte  d u systè me  sympa thiq ue  » (SIP). 

b . Do nné e s p ré c liniq ue s

De s é tude s pré c liniq ue s o nt mo ntré  l’ a p p a ritio n d ’ une  a rb o risa tio n symp a thiq ue  

a uto ur du so ma  de s ne uro ne s d u DRG suite  à  une  lé sio n ne rve use  pé rip hé riq ue  

(Chung  e t a l., 1993). Ce s mo d ific a tio ns mo rpho lo g iq ue s se mb le ra ie nt ê tre  à  l’ o rig ine  

d e  l’ a p pa ritio n d e  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  e t d e  l’ hype ra lg é sie  the rmiq ue  (Ra me r 

a nd  Bisb y, 1998). Le s do nné e s d e  la  litté ra ture  d é mo ntre nt c la ire me nt q ue  l’ o rig ine  e t 

le  dé la i d ’ a p pa ritio n de  c e  p hé no mè ne  va rie  e n fo nc tio n du mo dè le  utilisé   (Le e  e t 

a l., 1998). En e ffe t, d a ns le  c a s d ’ un mo d è le  d e  lé sio n p ro xima le , c ’ e st-à -d ire  p ro c he  

d e s DRG (Chung  e t a l., 1993), le s b o urg e o nne me nts symp a thiq ue s so nt issus d e  la  

ré g é né ra tio n d e s fib re s sympa thiq ue s p o st-g a ng lio nna ire s lé sé e s (Ra me r a nd  Bisb y, 

1999). A l’ inve rse , d a ns un mo d è le  de  lé sio n d ista le , l’ a rb o risa tio n sympa thiq ue  

p ro vie nt ma jo rita ire me nt d e s fib re s p o st-g a ng lio nna ire s inne rva nt le s va isse a ux 

sa ng uins (Ra me r a nd  Bisb y, 1999). Da ns un mo d è le  d e  lig a ture  d e s ne rfs sp ina ux, o n 

o b se rve  une  d ispa ritio n to ta le  de  l’ a llo dynie  mé c a niq ue  e t d e  l’ hype ra lg é sie  

the rmiq ue  suite  à  une  symp a the c to mie  lo mb a ire  (Kim e t a l., 1993). Ce c i so ulig ne  

l’ imp o rta nc e  d e  l’ inne rva tio n sympa thiq ue  po st-g a ng lio nna ire  d a ns le s mé c a nisme s 

so us-te nda nt l’ a pp a ritio n d e  c o mp o rte me nts no c ife nsifs. A l’ inve rse , lo rs d ’ une  lé sio n 

d ista le , le  b o urg e o nne me nt d e s fib re s no ra d ré ne rg iq ue s ne  se mb le  p a s jo ue r un rô le  
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p rimo rd ia l da ns le  dé ve lo pp e me nt e t le  ma intie n d e  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  

(Bo hre n e t a l., 2013).  

c . Le  g a ng lio n ra c hid ie n : lie u d ’ a c tio n de s a ntid é p re sse urs

Le s é tud e s p ré c é de nte s utilisa nt d e s a d ministra tio ns lo c a le s d ’ a nta g o niste s d e s 

ré c e p te urs *2-a d ré ne rg iq ue s sug g è re nt q ue  le  site  d ’ a c tio n d e s a ntid é p re sse urs 

p o urra it se  situe r so it a u nive a u sp ina l so it d a ns le  systè me  ne rve ux p é riphé riq ue  

(Ya lc in e t a l., 2009a ). Une  é tud e  ré c e nte  a  mis e n é vide nc e  q ue  la  so urc e  de  

no ra d ré na line  re sp o nsa b le  d e  l’ e ffe t thé ra pe utiq ue  d e s a ntidé p re sse urs se  situe  d a ns 

le s DRG (Bo hre n e t a l., 2013). No us a vo ns ré a lisé  de s lé sio ns de s vo ie s 

no ra d ré ne rg iq ue s c e ntra le s o u p é rip hé riq ue s e n utilisa nt d e  la  g ua né thid ine , a g e nt 

symp a tho lytiq ue  ne  pa ssa nt p a s la  b a rriè re  hé ma to e nc é p ha liq ue  (Ne il e t a l., 1991). 

L’ e ffe t a ntia llo d yniq ue  d ’ un tra ite me nt p ro lo ng é  pa r un ATC e st pe rd u suite  à  une  

lé sio n de s fib re s no ra d ré ne rg iq ue s p é riphé riq ue s. A l’ inve rse , l’ a d ministra tio n 

intra thé c a le  tho ra c iq ue  d e  g ua né thid ine , a ya nt p o ur b ut d e  lé se r le s c o ntrô le s 

d e sc e nda nts, n’ a  a uc une  influe nc e  sur l’ e ffe t thé ra p e utiq ue  de s a ntidé pre sse urs 

(Bo hre n e t a l., 2013). Ce s d o nné e s sug g è re nt q ue  da ns un mo dè le  d e  lé sio n d u ne rf 

sc ia tiq ue , le  b o urg e o nne me nt d e s fib re s symp a thiq ue s d a ns le  DRG c o nstitue  le  

sub stra t a na to miq ue  de  l’ e ffe t thé ra p e utiq ue  d e s a ntid é pre sse urs.  

2. Antidé pre sse urs e t systè me  opioïde rg ique

L’ imp lic a tio n du systè me  o p io ïd e rg iq ue  e ndo g è ne  a  é té  sug g é ré e  p a r la  mise  e n 

é vide nc e  d ’ une  a ug me nta tio n de  la  lib é ra tio n d e  pe p tid e s o p io ïd e s (De  Fe lip e  e t 

a l., 1985) e t une  mo d ific a tio n d e  la  d e nsité  de s ré c e p te urs de s o p io ïd e s sup ra sp ina ux 

(Ha mo n e t a l., 1987) suite  à  un tra ite me nt c hro niq ue  pa r a ntid é p re sse urs. De  p lus, 

d e s é tud e s c o mp o rte me nta le s dé mo ntre nt q ue  l’ a d ministra tio n d ’ un a nta g o niste  

no n-sé le c tif de s ré c e p te urs de s o p io ïd e s sup prime  le s e ffe ts a ntino c ic e p tifs d ’ un 

tra ite me nt p a r le s a ntid é pre sse urs (Bie g o n a nd  Sa mue l, 1980; Esc ha lie r e t a l., 1981; 

Gra y e t a l., 1998). Le s d o nné e s d e  la  litté ra ture  c o nc e rna nt l’ imp lic a tio n re sp e c tive  

d e s d iffé re nts type s de  ré c e p te urs d e s o p io ïd e s so nt a sse z c o ntra d ic to ire s. Ainsi, 

c e rta ins a ute urs dé mo ntre nt une  imp lic a tio n d e s ré c e p te urs de  typ e  3) (MOR) e t 4 

d e s o p io ïd e s (DOR) (Ma rc ha nd  e t a l., 2003; No za ki a nd  Ka me i, 2006), a lo rs q ue  

d ’ a utre s so utie nne nt un rô le  p ré fé re ntie l de s DOR (Gra y e t a l., 1998; Sc hre ib e r e t a l., 

1999). Ce s d ive rg e nc e s so nt lié e s d ’ une  pa rt, a u pro to c o le  d ’ a d ministra tio n de s 
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a ntidé pre sse urs q ui pe ut ê tre  a ig u (Gra y e t a l., 1998; Sc hre ib e r e t a l., 1999; No za ki 

a nd  Ka me i, 2006) o u c hro niq ue  (Ma rc ha nd  e t a l., 2003; Be nb o uzid  e t a l., 2008a ) e t 

d ’ a utre  p a rt a ux pro b lè me s de  sé le c tivité  d e s d iffé re nts a nta g o niste s utilisé s. Da ns le  

c a s d ’ une  a d ministra tio n c hro niq ue  d ’ a ntidé pre sse urs c he z d e s a nima ux 

ne uro p a thiq ue s, d e s d o nné e s dé mo ntre nt un rô le  pré fé re ntie l de s DOR (Be nb o uzid  

e t a l., 2008c ). Ce s a p pro c he s d e  p ha rma c o lo g ie  c o mp o rte me nta le  o nt é té  

c o mplé té e s p a r l’ utilisa tio n d ’ o utils g é né tiq ue s, p e rme tta nt a insi de  s’ a ffra nc hir d e s 

p ro b lè me s d e  sé le c tivité  d e s d iffé re nts a nta g o niste s. L’ a d ministra tio n p ro lo ng é e  

d ’ a ntidé pre sse urs c he z d e s a nima ux dé fic ie nts p o ur le s d iffé re nts typ e s d e  

ré c e p te urs de s o p io ïde s c o nfirme nt q ue  le s DOR (Be nb o uzid  e t a l., 2008c ) ma is p a s 

le s MOR (Bo hre n e t a l., 2010) so nt né c e ssa ire s à  l’ e ffe t a ntia llo d yniq ue  de s 

a ntidé pre sse urs (Fig ure  I-1). 
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III. Le  systè me  noc ic e ptif pé riphé rique  : Rôle  de s ga ng lions rac hidie ns da ns la

doule ur ne uropathique  

A. Le  systè me  noc ic e ptif pé riphé rique  

1. Gé né ra lité s

D’ un p o int d e  vue  a na to miq ue , la  se nsib ilité  so ma tiq ue  p é rip hé riq ue  pe ut se  

d ivise r e n 2 g ro up e s : l’ inne rva tio n c râ nie nne , q ui va  c o rre sp o nd re  à  la  se nsib ilité  de  

la  fa c e  (ne rf c râ nie ns) e t l’ inne rva tio n ra c hid ie nne  q ui c o rre sp o nd  à  la  se nsib ilité  d u 

re ste  d u c o rps (ne rfs ra c hid ie ns). Da ns la  suite  d u pro p o s, no us tra ite ro ns uniq ue me nt 

d e  l’ inne rva tio n ra c hid ie nne . L’ info rma tio n se nso rie lle  e st tra nsmise  de p uis la  

p é riphé rie  pa r un ré se a u d ’ a ffé re nc e s se nso rie lle s p rima ire s. Ce lle -c i tra nsite  d a ns la  

ra c ine  d o rsa le  a va nt d ’ a tte ind re  le  ré se a u sp ina l e t supra sp ina l, fo rma nt le  systè me  

ne rve ux c e ntra l. Le s stimula tio ns se nso rie lle s p e uve nt ê tre  de  na ture  sup e rfic ie lle , o n 

p a rle ra  d ’ e xté ro c e p tio n o u d e  se nsib ilité  c uta né e  (to uc he r, p re ssio n, te mpé ra ture ), 

o u p ro fo nd e s, o n pa rle ra  a lo rs d e  p ro p rio c e p tio n e n ré fé re nc e  à  la  se nsib ilité  

musc ula ire  e t a rtic ula ire  (é tire me nt, c o ntra c tio n) no us re nse ig na nt sur la  p o sitio n de  

no tre  c o rps d a ns l’ e sp a c e . Au nive a u p é rip hé riq ue , la  jo nc tio n e ntre  la  ra c ine  

d o rsa le  (se nso rie lle ) e t ve ntra le  (mo tric e ) fo rme  un ne rf mixte  a uq ue l s’ a jo ute nt d e s 

fib re s issue s d u systè me  ne rve ux vé g é ta tif (symp a thiq ue  o u p a ra symp a thiq ue ). 

2. Anatomie  de s g a ng lions ra c hidie ns

Le s  DRG so nt d é finis c o mme  d e s re nfle me nts d e s ra c ine s d o rsa le s situé s da ns le  

fo ra me n inte rve rté b ra l. Che z l’ Ho mme  o n d isting ue  29 pa ire s de  DRG e t 31 p a ire s de  

ne rfs ra c hid ie ns q ui p o rte nt le  no m d u se g me nt ve rté b ra l d o nt ils so nt issus.  

D’ un p o int de  vue  histo lo g iq ue , le s DRG c o ntie nne nt le s c o rp s c e llula ire s d e s 

ne uro ne s se nso rie ls do nt le s a xo ne s fo rme nt le s fib re s a ffé re nte s prima ire s. Che z 

l’ Ho mme , c ha q ue  DRG c o ntie nt p lus de  15 000 ne uro ne s se nso rie ls (Ho g a n, 2010) e t 

le  d ia mè tre  d u so ma  va rie  d e  20 à  150 µm (20 à  50 µm c he z la  so uris). Le s ne uro ne s 

se nso rie ls pré se nte nt une  struc ture  pse ud o -unip o la ire  e n T. La  b ra nc he  a xo na le  

p é riphé riq ue  fo rme ra  le  ne rf ra c hid ie n inne rva nt la  p e a u, le s musc le s e t le s visc è re s, 

a lo rs q ue  la  b ra nc he  a xo na le  c e ntra le  tra nsite  d a ns la  ra c ine  d o rsa le  a va nt d ’ é ta b lir 

une  pre miè re  syna p se  d a ns la  c o rne  d o rsa le  d e  la  mo e lle  é p iniè re . Le s c e llule s de  

Sc hwa nn so nt de s c e llule s g lia le s q ui e nto ure nt le s fib re s ne rve use s p é rip hé riq ue s e t 
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a ssure nt la  myé linisa tio n d e s a xo ne s. Au se in d u DRG, le s c e llule s sa te llite s g lia le s 

fo rme nt une  fine  e nve lo p p e  a uto ur d u c o rp s c e llula ire  d e s ne uro ne s, é vita nt a insi 

to ut c o nta c t syna p tiq ue  (Shind e r e t a l., 1998). 

B. Le s a ffé re nc e s se nsorie lle s prima ire s 

1. Dive rsité  de s a ffé re nc e s se nsorie lle s prima ire s

Histo riq ue me nt, le s pre miè re s c la ssific a tio ns se  so nt b a sé e s sur d e s c ritè re s 

c yto lo g iq ue s. En e ffe t, e n se  ré fé ra nt a u d ia mè tre  e t à  la  d e nsité  d e s ne uro fila me nts 

c yto p la smiq ue , 2 c la sse s d e  ne uro ne s o nt é té  id e ntifié e s c o mme  é ta nt d e s ne uro ne s 

« la rg e  lig ht » e t « sma ll d a rk » (And re s, 1961). De s é tud e s é le c tro physio lo g iq ue s o nt 

e nsuite  d é mo ntré  q u’ il e xista it d e s d iffé re nc e s fo nc tio nne lle s e ntre  c e s ne uro ne s 

(vite sse  d e  c o nd uc tio n, na ture  d e  la  stimula tio n dé te c té e ) (La wso n a nd  Wa d d e ll, 

1991). Princ ipa le me nt 3 typ e s de  fib re s a ffé re nte s o nt é té  d é c rits 56*7) 64) $&) 89, 

c ha c une  p ré se nta nt de s c a ra c té ristiq ue s mo rp ho lo g iq ue s e t fo nc tio nne lle s q ui le urs 

so nt p ro pre s (Fig ure  I-2). 

2. Tra nsmission de  l’informa tion noc ic e ptive

Il y a  p rè s d ’ un siè c le , She rring to n p ro p o sa  l’ e xiste nc e  de  no c ic e p te urs q ui 

p e rme ttra ie nt la  d é te c tio n d e  stimula tio ns po te ntie lle me nt d o mma g e a b le s, no c ive s 

p o ur l’ o rg a nisme . Ce  n’ e st q ue  q ue lq ue s a nné e s p lus ta rd  q u’ une  é tud e  a mè ne  la  

p re uve  p hysio lo g iq ue  d e  l’ e xiste nc e  d e  ré c e p te urs à  ha ut se uil d ’ a c tiva tio n 

re sp o nsa b le s d e  la  d é te c tio n d e  stimula tio ns d o ulo ure use s (Burg e ss a nd  Pe rl, 1967). 

Le s no c ic e p te urs so nt c a p a b le s d e  d é te c te r d e s stimula tio ns d e  d iffé re nte s na ture s 

(the rmiq ue , mé c a niq ue , c himiq ue ). On d isting ue  c la ssiq ue me nt le s no c ic e p te urs de  

typ e  A4 e t C , b ie n q ue  d e s d o nné e s sug g è re nt l’ e xiste nc e  d e  no c ic e p te urs d e  type  

A*)(Djo uhri a nd  La wso n, 2004; De vo r, 2009).  

a . Le s n,#.#$%&$'!()+$)&:%$)64

Le s no c ic e p te urs d e  typ e  A4 p e uve nt ê tre  sub d ivisé s e n 3 g ra nde s c la sse s : 

Le s no c ic e p te urs AMH (A fib e r Me c a no -He a t se nsitive ) « p o lymo da ux » se nsib le s 

a ux stimula tio ns mé c a niq ue s e t the rmiq ue s a u c ha ud , ils re pré se nte nt 86% de s 

no c ic e p te urs de  typ e  A (Tre e d e  e t a l., 1998).  
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- Myélinisation : ++

- Vitesse de conduction : >12 m/s 

- Corps cellulaire : «Large Light»  (40-50 µM) 

- Fonction :   1- Mécanoréception cutanée 

2- Proprioception

- Récepteurs :  1- Mécanorécepteurs cutanés : 

 corpuscule de Meissner et Pacini (activité phasique)

 disque de Merkel et corpuscule de Ruffini (activité tonique) 

2- Propriocepteurs : 

   le fuseau neuromusculaire 
  les organes tendineux de Golgi 

 - Marqueurs structuraux : 

neurofilament  200 kD 

calbindine, parvalbumine 

- Marqueurs fonctionnels :

récepteur TrkB au BDNF 

récepteur TrkC au NT3 

Neurones A!

- Myélinisation : +

- Vitesse de conduction : 2-12 m/s 

- Corps cellulaire : «Large Light medium»  (30-40 µM) 

- Fonction :  1- Mécanoréception cutanée 

2- Thermoception 

3- Nociception 

  

- Récepteurs :  

Mécanorécepteurs cutanés à bas seuil : follicule pileux 

Thermorécepteurs au chaud et au froid : terminaisons libres  

E34,4"*$"+(0%<M%*3 BI3.)+G%9%<NO%1<;#,7"(%N"4&)/3;O")$2%."%$B*"%D%"$%DD%%

;%O@N%1O,H&;@&("0&3 .%N"4&)/3("4"*$3(02%%

- AMC (A-fiber Mechano-Cold sensitive) 

E34,4"*$"+(0%<M%/3/%*3 BI3.)+G%

Neurones C

- Myélinisation  :  -

- Vitesse de conduction : 0.4-2 m/s 

- Corps cellulaire : «Small Dark»  (10-30 µM) 

- Fonction :  1- Mécanoréception cutanée 

2- Thermoception 

3- Nociception 

- Récepteurs :  

Mécanorécepteurs cutanés : follicule pileux 

E34,4"*$"+(0%A%*3 BI3.)+G%9%ANO%1A;#,7"(%N"4&)/3;O")$2%%

Thermorécepteurs au chaud : terminaisons libres  

Nocicepteurs C silencieux 

- Marqueurs structuraux :

isolectine B4 CGRP et substance P 

- Marqueurs fonctionnels :

récepteur TrkA (NGF) et Ret (GDNF) 

Moëlle épinière 

Périphérie 

"#$%&'#()*  

Figure I-2. Caractéristiques morphologiques et fonctionelles des afférences sensorielles 

primaires. 6"0%.,##'("/$0%$B*"0%."%/"+(3/"0%.+%H)/H ,3/0%()4&,.,"/%03/$%("*('0"/$'0%),/0,%-+"% "0%

caractéristiques morphologiques et fonctionelles qui leurs sont propres. Liste d�abréviations : 

BDNF, brain-derived neurotrophic factor; CGRP, calcitonine gene-related peptide; GDNF, glial cell 

 ,/";."(,8".% /"+(3$(3*&,4% #)4$3(?% E@P>% /"+(3$(3*&,/"% P?% @(Q<>% $(3*3IB30,/"% ("4"*$3(% Q,/)0"% <?%

@(QR>%$(3*3IB30,/"%("4"*$3(%Q,/)0"%R?%@(QA>%$(3*3IB30,/"%("4"*$3(%Q,/)0"%A5
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Le s no c ic e p te urs HTM (Hig h Thre sho ld  Me c a no  se nsitive ) so nt se nsib le s a ux 

stimula tio ns mé c a niq ue s d e  ha ut se uil.  

Le s no c ic e p te urs AMC (A fib e r Co ld  se nsitive ) se nsib le s a ux stimula tio ns 

no c ic e p tive s the rmiq ue s a u fro id  (Simo ne  a nd  Ka ja nd e r, 1997). 

Pa rmi le s no c ic e p te urs AMH o n d isting ue  2 so us-p o p ula tio ns : le s ré c e p te urs AMH 

d e  typ e  1, q ui ré p o nd e nt à  d e s stimula tio ns the rmiq ue s c ha ude s d e  ha ut se uil (> 

53°C), e t le s ré c e p te urs AMH d e  typ e  2, p ré se nta nt un se uil d e  dé te c tio n the rmiq ue  

p lus fa ib le  (42-46°C) é g a le me nt c a pa b le s d e  d é te c te r de s stimula tio ns mé c a niq ue s 

d e  ha ut se uil (Tre e d e  e t a l., 1998). Outre  le s c ritè re s fo nc tio nne ls b a sé s sur la  vite sse  

d e  c o nd uc tio n de  l’ info rma tio n o u la  na ture  d e s stimula tio ns dé te c té e s, l’ utilisa tio n 

d e  ma rq ue urs mo lé c ula ire s pe rme t l’ ide ntific a tio n d e s d iffé re nte s so us p o pula tio ns 

ne uro na le s. La  pré se nc e  de  la  fo rme  pho spho rylé e  d u ne uro fila me nt 200 c o nstitue  

un b o n c ritè re  d ’ id e ntific a tio n de s fib re s de  typ e  A (La wso n a nd  Wa d d e ll, 1991). De  

p lus, o n p e ut no te r q ue  21% d e s ne uro ne s de  type  A4 sé c rè te nt de  la  sub sta nc e  P, e t 

38% le  pe p tid e  re lié  a u g è ne  Ca lc ito nine  CGRP (c a lc ito nin g e ne - re la te d  pe p tid e ). 

Ce  d e ux mo lé c ule s so nt d e s ne uro p e p tide s ma jo rita ire me nt e xp rimé s da ns le s 

ne uro ne s d e  pe tit d ia mè tre  (La wso n e t a l., 1993). 

b . Le s no c ic e p te urs d e  typ e  C

La  g ra nd e  ma jo rité  de s fib re s d e  typ e  C  so nt no c ic e p tive s ma is il fa ut né a nmo ins 

p ré c ise r q u’ une  so us-p o p ula tio n d e  fib re  C  va  c o de r l’ info rma tio n no n no c ic e p tive  

mé c a niq ue  e t the rmiq ue  (Ab ra ira  a nd  Ginty, 2013). No us p o uvo ns é g a le me nt no te r 

q ue  le s fib re s d e  typ e  C  c o nstitue nt p lus de  80% d e s a ffé re nc e s c uta né e s (Guirima nd  

a nd  Le  Ba rs, 1996) e t so nt re g ro up é e s e n 4 c a té g o rie s :  

Le s no c ic e p te urs C -MH (C  fib e r Me c ha no  He a t se nsitive ) se nsib le s a ux stimula tio ns 

mé c a niq ue s e t the rmiq ue s no c ic e p tive s (39-41°C).  

Le s no c ic e p te urs C -M (C  fib e r Me c ha no  se nsitive ) se nsib le s à  de s stimula tio ns 

mé c a niq ue s d e  ha ut se uil.  

Le s no c ic e p te urs C-H (C  fib e r He a t se nsitive ) se nsib le s à  d e s stimula tio ns 

the rmiq ue s p lus é le vé e s (42-48°C).  

Le s no c ic e p te urs C-MiHi (« sile nc ie ux ») p ré se nte nt une  inse nsib ilité  a ux stimula tio ns 

mé c a niq ue s e t the rmiq ue s e n c o nd itio n no rma le .  En re va nc he , l’ e xp o sitio n à  d e s 

a g e nts a lg o g è ne s c o mme  la  c a p sa ïc ine  (a g o niste  de s ré c e p te urs TRPV1) ind uit une  

se nsib ilisa tio n d e  c e s ré c e p te urs (Sc hmid t e t a l., 1995). Le  g ro up e  le  p lus imp o rta nt e n 

22



no mb re  e st sa ns c o nte ste  c e lui de s no c ic e p te urs p o lymo d a ux. En e ffe t, ils 

re pré se nte nt e nviro n 75% d e s no c ic e p te urs d e  typ e  C . Le s é tud e s histo lo g iq ue s 

me né e s c e s 20 d e rniè re s a nné e s (Ca rr a nd  Na g y, 1993; La wso n e t a l., 1993; Pric e  

a nd  Flo re s, 2007) o nt p e rmis d ’ é ta b lir 2 g ra nde s c la sse s d e  fib re s de  typ e  C  :  

-  le s fibre s C pe ptide rg ique s : e lle s se c rè te nt d e ux type s de  ne uro p e p tide s, la  

sub sta nc e  P e t le  CGRP. Ce tte  so us-p o p ula tio n d e  fib re s C  e xp rime  le  ré c e p te ur TrkA 

(tyro sine  re la te d  kina se ) d u NGF (Ne rve  Gro wth Fa c to r). En e ffe t, le  NGF jo ue  un rô le  

p ré p o nd é ra nt a u sta de  e mb ryo nna ire  e n pe rme tta nt la  survie  de s ne uro ne s dura nt 

le  d é ve lo p pe me nt. Au sta d e  a d ulte  e nviro n 40% d e s ne uro ne s d e s DRG e xp rime nt le  

ré c e p te ur TrkA (Mo llive r a nd  Snid e r, 1997). 

-  le s fibre s C non pe ptide rg ique s : o n o b se rve  d ura nt la  pé rio de  p o st-na ta le  une  

a ug me nta tio n d e  l’ e xp re ssio n du ré c e p te ur c -RET d u GDNF (G lia l c e ll-De rive d  line  

Ne uro tro p hic  Fa c to r) (Snide r, 1998). De  p lus, c e s ne uro ne s vo nt pré se nte r une  fo rte  

a ffinité  p o ur l’ iso le c tine  B4 (IB4), p ro té ine  e xtra ite  d e  la  p la nte  Griffo nia  simplic ifo lia  

(Wa ng  e t a l., 1994) e t e xp rime r le s ré c e p te urs P2X3 d e  l’ ATP (Julius a nd  Ba sb a um, 

2001). 

C. Rôle  de s g a ng lions ra c hidie ns da ns la  physiopa tholog ie  de  la  doule ur 

ne uropathique  

En c liniq ue , o n d é te c te  c he z le s p a tie nts d o ulo ure ux ne uro pa thiq ue s la  p ré se nc e  

d e  symp tô me s « p o sitifs », c 'e st-à -d ire  l’ a pp a ritio n de  sig ne s se nso rie ls q ui ne  so nt pa s 

p ré se nts e n c o nd itio n no rma le . Pa rmi c e ux-c i, o n p e ut c ite r le s d o ule urs sp o nta né e s 

d ite s « c o ntinue s o u p a ro xystiq ue s ». Da ns c e  c a s, le  p a tie nt va  re sse ntir de s 

se nsa tio ns d e  d o ule ur inte nse  trè s c a ra c té ristiq ue s d e  d é c ha rg e s é le c triq ue s, 

d ’ é la nc e me nts o u de  c o up s de  c o ute a ux (Atta l e t a l., 2006). Suite  à  d e s lé sio ns 

ne rve use s pé rip hé riq ue s, o n p e ut o b se rve r d e s mo d ific a tio ns d ’ e xp re ssio n e t de  

tra nsp o rt de  c e rta ins c a na ux io niq ue s da ns d e s struc ture s c le fs du systè me  ne rve ux 

p é riphé riq ue . Ce s mo d ific a tio ns p e uve nt a lo rs c o ntrib ue r à  la  tra nsmissio n de  

me ssa g e s ne rve ux no c ic e p tifs « sp o nta né s » e n l’ a b se nc e  d e  to ute  stimula tio n. 

1. Le s ne urone s se nsorie ls prima ire s

a . Pro p rié té s é le c tro p hysio lo g iq ue s
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Le s e nre g istre me nts mic ro ne uro g ra p hiq ue s, ré a lisé s c he z de s p a tie nts d o ulo ure ux 

c hro niq ue s, sup p o rte nt l’ id é e  d ’ un mé c a nisme  d e  se nsib ilisa tio n p é riphé riq ue  lié  à  

l’ a pp a ritio n d ’ une  a c tivité  é le c triq ue  e c to p iq ue , p o uva nt ê tre  sp o nta né e  o u 

d é c le nc hé e  p a r de s stimula tio ns no n no c ic e p tive s (Se rra , 2012). L’ a p pa ritio n d ’ une  

a c tivité  é le c triq ue  spo nta né e  p e ut s’ e xp liq ue r p a r le  p ro fil é le c tro physio lo g iq ue  

a typ iq ue  de  c e rta ins ne uro ne s d u DRG  (De vo r, 1999). En e ffe t, c e rta ins ne uro ne s 

p ré se nte nt une  a c tivité  é le c triq ue  o sc illa to ire  so us-limina ire  lié e  à  l’ a c tiva tio n 

suc c e ssive  d e  c a na ux so d ium e t p o ta ssium (Amir e t a l., 1999). Ce s p hé no mè ne s o nt 

d é jà  é té  o b se rvé s da ns d ’ a utre s struc ture s du systè me  ne rve ux, no ta mme nt d a ns le  

c o rte x e nto rhina l (Dic kso n e t a l., 2000). Lo rsq ue  l’ a c tivité  o sc illa to ire  a tte int un se uil 

d e  d é p o la risa tio n suffisa nt, o n o b se rve  l’ a p pa ritio n d e  tra ins d e  p o te ntie ls d ’ a c tio n e t 

la  na issa nc e  d ’ une  a c tivité  rythmiq ue  (De vo r, 1999). Ce  p hé no mè ne  p a rtic ulie r 

p re nd  so n se ns d a ns le  c a s de  lé sio ns ne rve use s p é rip hé riq ue s, o ù l’ o n a  o b se rvé  une  

a ug me nta tio n d e  la  pro p o rtio n d e  ne uro ne s p ré se nta nt une  a c tivité  o sc illa to ire  so us-

limina ire  a insi q u’ une  a c tivité  sp o nta né e  (Amir e t a l., 1999). Bie n q ue  la  c o ntrib utio n 

ré e lle  d e  c e  mé c a nisme  so it e nc o re  ma l c o nnue , il se mb le  q ue  le  pro fil d ’ a c tivité  

é le c triq ue  a no rma l d e s ne uro ne s d u DRG e n c o nd itio n ne uro p a thiq ue  so it 

é tro ite me nt lié  à  l’ a c tiva tio n d e  c a na ux so d ium vo lta g e -d é p e nda nts (Amir e t a l., 

2002). Une  g ra nd e  d ive rsité  d e  c a na ux so d ium e st e xp rimé e  d a ns le s DRG (Wa ng  e t 

a l., 2011b ) e t le s é tude s c o mp o rte me nta le s d é mo ntre nt une  d iminutio n de  l’ a c tivité  

e c to p iq ue  suite  à  l’ a d ministra tio n de  lido c a ïne  (b lo q ua nt de s c a na ux so d ium 

vo lta g e -d é p e nda nts) (She e ts e t a l., 2008). 

b . Rô le  d e s c a na ux so d ium vo lta g e -dé pe nda nts

Il e xiste  9 so us-typ e s d e  c a na ux so d ium vo lta g e -dé pe nd a nts (Na v1.1- Na v1.9) 

se nsib le s o u no n à  la  té tro d o to xine  (TTX). On d isting ue  le s c a na ux so d ium TTX-

se nsib le s q ui p ré se nte nt une  c iné tiq ue  d ’ a c tiva tio n e t d ’ ina c tiva tio n ra p id e , e t le s 

c a na ux TTX-ré sista nts (Na v1.5, Na v1.8 e t Na v1.9) (Wa ng  e t a l., 2011b ). Da ns un 

p re mie r te mp s, l’ imp lic a tio n de s c a na ux so d ium Na v1.3 da ns la  p hysio pa tho lo g ie  de  

la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  a  é té  sug g é ré e . En e ffe t, c e  c a na l e st trè s fa ib le me nt 

e xp rimé  e n c o nd itio n no rma le  (Wa xma n e t a l., 1994), ma is sa  sure xp re ssio n a  é té  

d é mo ntré e  lo rs d e  lé sio ns ne rve use s pé rip hé riq ue s (Lind ia  e t a l., 2005). Né a nmo ins la  

p e rsista nc e  d ’ une  a llo d ynie  mé c a niq ue  c he z le s so uris d é fic ie nte s p o ur le  Na v1.3 
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(Na ssa r e t a l., 2006) se mb le  ind iq ue r q ue  c e lui-c i n’ e st pa s un é lé me nt p rimo rd ia l a u 

d é ve lo pp e me nt e t a u ma intie n d e s symp tô me s d o ulo ure ux.  

Le  c a na l Na v1.7 e st ma jo rita ire me nt e xprimé  d a ns le s ne uro ne s d e  p e tit d ia mè tre  

d u DRG (Bla c k e t a l., 2004). Il p ré se nte  une  c iné tiq ue  d ’ ina c tiva tio n le nte  e t une  

se nsib ilité  à  d e  fa ib le s va ria tio ns d u p o te ntie l d e  me mb ra ne  (Cummins e t a l., 1998). 

Ainsi, il a  ré c e mme nt é té  mo ntré  q ue  c e rta ins c o ura nts so d ium p e rsista nts (INa p) 

p ré se nte nt une  p ha se  d ’ ina c tiva tio n le nte  e t p o urra ie nt c o ntrib ue r à  la  g e nè se  

d ’ a c tivité s o sc illa to ire s d a ns le  c a s d ’ une  do ule ur ne uro p a thiq ue  (Xie  e t a l., 2011). 

Eta nt d o nné e  sa  c iné tiq ue  d ’ a c tiva tio n, le  c a na l Na v1.7 p o urra it jo ue r un rô le  

imp o rta nt da ns la  g e nè se  d ’ a c tivité s é le c triq ue s sp o nta né e s. To ute fo is, so n rô le  re ste  

e nc o re  ma l c o nnu, c a r si d e s a ug me nta tio ns d ’ e xp re ssio n o nt é té  o b se rvé e s d a ns un 

mo d è le  d e  ne uro pa thie  d ia b é tiq ue  (Ho ng  e t a l., 2004), d ’ a utre s mo d è le s sug g è re nt 

q ue  la  p ro té ine  se ra it ré p rimé e  (Kim e t a l., 2002a ). De  p lus, le s d o nné e s 

c o mp o rte me nta le s mo ntre nt q ue  la  d é lé tio n d u c a na l Na v1.7 d a ns le  DRG n’ a ffe c te  

p a s le  dé ve lo pp e me nt e t le  ma intie n de  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  d a ns un mo d è le  de  

d o ule ur ne uro p a thiq ue  d ’ o rig ine  tra uma tiq ue  (Na ssa r e t a l., 2005). Enfin, une  é tude  

me né e  sur d e s DRG d e  p a tie nts a ya nt sub i un tra uma tisme  du p le xus b ra c hia l 

mo ntre  une  d iminutio n d e  l’ e xpre ssio n d e  Na v1.7 (Co wa rd  e t a l., 2001).  

Le  c a na l Na v1.8 se mb le  princ ipa le me nt e xp rimé  da ns le s ne uro ne s de  pe tit 

d ia mè tre  no n pe p tid e rg iq ue s (Djo uhri e t a l., 2003). So n rô le  d a ns l’ é ta b lisse me nt o u 

le  ma intie n de  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  e st c o ntro ve rsé . En e ffe t, d e s d o nné e s 

mo ntre nt q ue  so n e xp re ssio n e st d iminué e  d a ns le  DRG a sso c ié  a u ne rf lé sé  ma is 

a c c rue  d a ns le  DRG a sso c ié  a u ne rf inta c t (Be rta  e t a l., 2008). Enfin, la  d é lé tio n du 

c a na l Na v1.8 c he z le s a nima ux n’ a tté nue  p a s l’ hyp e rse nsib ilité  induite  p a r la  

ne uro p a thie  (Ab ra ha mse n e t a l., 2008). 

c . Rô le  de s c a na ux c a lc ium vo lta g e -d é p e nda nts

Le s c a na ux c a lc ium vo lta g e -d é pe nda nts (Ca v) re p ré se nte nt une  d e s vo ie s 

p rinc ipa le s d ’ e ntré e  du c a lc ium d a ns le  ne uro ne , o ù ils pa rtic ipe nt a c tive me nt à  

l’ e xc ita b ilité  c e llula ire  e t a ux pro c e ssus mo lé c ula ire s lié s à  la  tra nsmissio n syna p tiq ue . 

Le s pre miè re s é tud e s é le c tro p hysio lo g iq ue s o nt pe rmis d e  me ttre  e n é vide nc e  2 

g ra nde s c la sse s d e  Ca v q u’ o n a pp e lle ra  Ca v à  b a s se uil d ’ a c tiva tio n (c a na ux de  

typ e  T) e t à  ha ut se uil d ’ a c tiva tio n (c a na ux d e  typ e  L, P/ Q , R e t N). Le s Ca v so nt d e s 

p ro té ine s hé té ro mé riq ue s fo rmé e s d e  l’ a sso c ia tio n d ’ une  so us-unité   1, d ’ un 
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d o ma ine  c yto p la smiq ue  *, d ’ une  so us-unité  ; e t d ’ un d o ma ine  e xtra c e llula ire   24 

(Ba ue r e t a l., 2010). La  g ra nde  ma jo rité  d e s tra va ux da ns le  d o ma ine  d e  la  

no c ic e p tio n s’ e st o rie nté e  ve rs le s Ca v à  ha ut se uil d ’ a c tiva tio n e t no ta mme nt le s 

Ca v 2.2. En utilisa nt de s so uris dé fic ie nte s e n c a na l c a lc ium de  typ e  N (Ca v2.2), le s 

a ute urs o nt d é mo ntré  q ue  c e lui-c i é ta it né c e ssa ire  a u d é ve lo p p e me nt e t a u 

ma intie n d e  l’ a llo d ynie  ne uro pa thiq ue  (Sa e g usa  e t a l., 2001).  

Le s é tude s se  so nt e nsuite  fo c a lisé e s sur l’ imp lic a tio n d e s d iffé re nte s so us-unité s 

ré g ula tric e s da ns la  physio pa tho lo g ie  d e  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue . La  so us-unité  

 <4 se mb le  jo ue r un rô le  p ré p o ndé ra nt da ns le  re c yc la g e  de s c a na ux c a lc ium à  la  

me mb ra ne  p la smiq ue  a insi q ue  da ns la  mo d ula tio n d e s p ro p rié té s b io p hysiq ue s d u 

c a na l (Do lp hin, 2012). Co nc e rna nt c e tte  so us-unité , d e s d o nné e s ind iq ue nt q ue  

l’ a ug me nta tio n d e  l’ e xp re ssio n d e  l’ ARNm (Ne wto n e t a l., 2001) e t d e  la  p ro té ine  

(Luo  e t a l., 2001) d a ns le  DRG c o ïnc ide  a ve c  l’ a pp a ritio n d e  c o mp o rte me nts 

a sso c ié s à  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  (Luo  e t a l., 2001). Pa r a ille urs, le s so uris 

p ré se nta nt une  sure xp re ssio n de  c e tte  so us-unité  dé ve lo pp e nt une  a llo d ynie  

mé c a niq ue  e n l’ a b se nc e  to ta le  de  lé sio n (Li e t a l., 2006). A l’ inve rse , d ’ a utre s tra va ux 

mo ntre nt une  a pp a ritio n d iffé ré e  d e  l’ a llo d ynie  ne uro pa thiq ue  c he z d e s so uris 

d é fic ie nte s p o ur c e tte  so us-unité  (Pa te l e t a l., 2013). De  p lus, il fa ut no te r q ue  la  so us-

unité   <4)e st le  site  d ’ a c tio n p rinc ip a l d e s g a b a p e ntino ïd e s (Bo urine t e t a l., 2014), 

utilisé s e n p re miè re  lig ne  d e  tra ite me nt de s d o ule urs ne uro p a thiq ue s e n c liniq ue  

(Atta l e t a l., 2010). Ainsi, la  sure xp re ssio n d ’ une  fo rme  muté e  de  la  so us-unité  re nd  le s 

a nima ux inse nsib le s a u tra ite me nt pa r la  p ré g a b a line  (Fie ld  e t a l., 2006), ind iq ua nt 

so n rô le  p rimo rd ia l d a ns l’ e ffic a c ité  thé ra pe utiq ue  d e s g a b a pe ntino ïd e s.  

La  so us-unité  *) d e s c a na ux c a lc ium à  ha ut se uil d ’ a c tiva tio n p e rme t une  

mo d ula tio n de  l’ e xp re ssio n, d e  la  d é g ra d a tio n, a insi q ue  d e s pro p rié té s c iné tiq ue s 

d u c a na l (Bura e i a nd  Ya ng , 2013). De s d o nné e s ré c e nte s mo ntre nt une  sure xp re ssio n 

d e  la  so us-'1.&"))*3 a u se in du DRG d a ns un mo d è le  d e  lig a ture  d e s ne rfs sp ina ux (Li 

e t a l., 2012), e t l’ a d ministra tio n intra thé c a le  d ’ ARN a nti-se ns d irig é  c o ntre  c e tte  so us-

unité  so ula g e  l’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  (Li e t a l., 2012).  

Le s Ca v e xp rimé s a u se in d u systè me  ne rve ux p é rip hé riq ue  se mb le nt la rg e me nt 

impliq ué s d a ns la  p hysio p a tho lo g ie  de  la  do ule ur ne uro p a thiq ue . Né a nmo ins une  

me ille ure  c o mpré he nsio n d u rô le  de s so us-unité s ré g ula tric e s da ns l’ e xp re ssio n e t 

l’ a d re ssa g e  d e s c a na ux c a lc ium e st un é lé me nt p rimo rd ia l p o ur la  mise  e n é vid e nc e  

d e  no uve lle s c ib le s thé ra pe utiq ue s.  
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d . Rô le  d e s c a na ux p o ta ssium vo lta g e -dé pe nd a nts

Le s c a na ux p o ta ssium vo lta g e -d é p e nda nts (Kv) jo ue nt un rô le  pré po nd é ra nt d a ns 

le  nive a u d ’ e xc ita b ilité  d e s ne uro ne s se nso rie ls p rima ire s e n fa vo risa nt l’ é ta pe  de  

re p o la risa tio n lo rs d e  la  g e nè se  d e s p o te ntie ls d ’ a c tio n. Une  ré d uc tio n d e  l’ a c tivité  

d e s Kv e st a sso c ié e  à  une  a ug me nta tio n d e  la  fré q ue nc e  e t d e  la  d uré e  d e s 

p o te ntie ls d ’ a c tio n a b o utissa nt à  une  hype re xc ita b ilité  me mb ra na ire  (Wa xma n a nd  

Za mp o ni, 2014). Le s ne uro ne s se nso rie ls e xprime nt une  g ra nd e  va rié té  d e  c a na ux 

p o ta ssium, le s Kv1, Kv2, Kv3, Kv4 e t Kv7, d o nt le  nive a u d ’ e xp re ssio n va rie  e n fo nc tio n 

d u so us-type  d e  ne uro ne s (Ra sb a nd  e t a l., 2001). De s d o nné e s mo ntre nt c la ire me nt 

une  ré duc tio n d e  l’ e xp re ssio n d e s c a na ux Kv d a ns le  DRG, q ue  c e  so it d a ns de s 

mo d è le s de  d o ule ur ne uro p a thiq ue  d ’ o rig ine  tra uma tiq ue  (Ra sb a nd  e t a l., 2001; Kim 

e t a l., 2002b ; Tsa nto ula s a nd  Mc Ma ho n, 2014) o u d ia b é tiq ue  (Ca o  e t a l., 2010). 

Ce pe nd a nt, le s mé c a nisme s mo lé c ula ire s q ui so us-te nde nt c e s c ha ng e me nts 

d ’ e xp re ssio n re ste nt e nc o re  mé c o nnus. Une  é tud e  ré c e nte  a  mis e n é vid e nc e  une  

d iminutio n d e  l’ e xp re ssio n du c a na l Kv1.2 da ns le s ne uro ne s d e s DRG suite  à  une  

lé sio n d u ne rf pé rip hé riq ue  (Zha o  e t a l., 2013). Plus é to nna nt c e tte  d iminutio n se ra it 

lié e  à  la  synthè se  e ndo g è ne  d ’ un ARN no n c o d a nt d irig é  c o ntre  le  Kv1.2, a b o utissa nt 

à  une  hype re xc ita b ilité  d e s fib re s a ffé re nte s p rima ire s (Zha o  e t a l., 2013). L’ utilisa tio n 

d ’ a g e nts pha rma c o lo g iq ue s pe rme tta nt d e  p o te ntia lise r l’ a c tivité  d e s c a na ux 

p o ta ssium p e ut p ré se nte r da ns c e rta ins c a s un inté rê t limité  (Tsa nto ula s a nd  

Mc Ma ho n, 2014). Pa r c o nsé q ue nt, la  dé c o uve rte  d e  mo lé c ule s inte rmé d ia ire s 

mo d ula nt l’ a c tivité  a insi q ue  le  nive a u d ’ e xp re ssio n d e s c a na ux Kv, p o urra it c o nstitue r 

une  c ib le  thé ra p e utiq ue  p o ur le  d é ve lo p p e me nt de  no uve a ux tra ite me nts 

p ha rma c o lo g iq ue s (Tsa nto ula s a nd  Mc Ma ho n, 2014). 

Le s c a na ux HCN (Hyp e p o la rize d -a c tiva te d  c yc lic  nuc le o tid e  c ha nne l) so nt d e s 

c a na ux p o ta ssium vo lta g e -d é p e nda nts c a ra c té risé s pa r une  c iné tiq ue  d ’ a c tiva tio n 

le nte  d ura nt l’ hype rp o la risa tio n. Ils so nt mo d ulé s p a r une  lia iso n d ire c te  de  

l’ a d é no sine  mo no p ho sp ha te  c yc liq ue  (AMPc ) (He  e t a l., 2014). L’ inhib itio n 

p ha rma c o lo g iq ue  d e s c a na ux HCN e ntra ine  une  d iminutio n d ra stiq ue  de  l’ a c tivité  

é le c triq ue  sp o nta né e  +$() =.>!$()6*)0.1(.)2'$)+$) -?@:%$!($1(.>.-.&")/"#01.2'$)+01()

un mo d è le  de  lig a ture  d e s ne rfs sp ina ux (Cha p la n e t a l., 2003). Enfin, la  d é lé tio n 

sé le c tive  d e s c a na ux HCN d a ns le s no c ic e pte urs e xprima nt le  c a na l so d ium Na v1.8 

so ula g e  l’ a llo d ynie  ne uro pa thiq ue  (Eme ry e t a l., 2011). 
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2. Le s c e llule s sa te llite s g lia le s

a . Ac tiva tio n de s c e llule s sa te llite s g lia le s : e xp re ssio n d e  ma rq ue urs

g lia ux 

Le s c e llule s sa te llite s g lia le s (SGCs) so nt c a ra c té risé e s p a r un no mb re  imp o rta nt d e  

ma rq ue urs mo lé c ula ire s (Ha na ni e t a l., 2002) fa c ilita nt a insi le ur ide ntific a tio n. 

Né a nmo ins, c o ntra ire me nt a ux a stro c yte s, le s SGCs pré se nte nt e n c o nd itio n b a sa le  

d e  fa ib le s ta ux d ’ e xp re ssio n d e  la  p ro té ine  GFAP (G lia l Fib rilla ry Ac id ic  Pro te in) 

(Je sse n e t a l., 1984). Da ns le  c a s d ’ une  lé sio n ne rve use , une  fo rte  a ug me nta tio n 

d ’ e xp re ssio n de  c e tte  p ro té ine  (Ste p he nso n a nd  Bye rs, 1995; Ohto ri e t a l., 2004) a insi 

q ue  de  la  p ro té ine  S100 (Sa nd e lin e t a l., 2004) a  é té  o b se rvé e  d a ns le s DRG. De  p lus 

le  p a tro n d ’ a c tiva tio n d e s SGCs se mb le  dé pe nd a nt d u d é la i suiva nt l’ ind uc tio n de  la  

ne uro p a thie . En e ffe t, à  d e s te mp s p ré c o c e s suiva nt la  c hirurg ie , le s SGCs a c tivé e s 

se mb le nt pré fé re ntie lle me nt a sso c ié e s a ux ne uro ne s d e  type  64) $&) 8. A l’ inve rse , 

p lusie urs se ma ine s a p rè s l’ induc tio n de  la  ne uro pa thie  le s SGCs a c tivé e s se  

re tro uve nt ma jo rita ire me nt a sso c ié e s a ux ne uro ne s +$)&:%$)6*)(Liu e t a l., 2012). Le s 

va ria tio ns d ’ e xp re ssio n d e  ma rq ue urs g lia ux se mb le nt lié e s à  d e s p hé no mè ne s de  

g lio se s ré a c tio nne lle s d a ns le  DRG. En e ffe t, une  pro lifé ra tio n c e llula ire  g lia le  (Shind e r 

e t a l., 1999) a  é té  dé c rite  da ns le  c a s d ’ une  lé sio n ne rve use  p é riphé riq ue  a insi 

q u’ une  hype rtro p hie  g lia le  d a ns un mo d è le  d e  ne uro p a thie  d ’ o rig ine  c a nc é re use  

(Pe te rs e t a l., 2007).  

b . Rô le  d e s jo nc tio ns c o mmunic a nte s (jo nc tio ns G AP)

Le s é tude s me né e s e n mic ro sc o p ie  é le c tro niq ue  ré vè le nt une  c ro issa nc e  

a no rma le  d e s p ro lo ng e me nts g lia ux fo rma nt a insi de  no uve lle s jo nc tio ns GAP a ve c  

le s c e llule s g lia le s a d ja c e nte s (Ha na ni e t a l., 2002; Pa nne se  e t a l., 2003). 

L’ a ug me nta tio n du c o up la g e  e ntre  le s SGCs a  é té  o b se rvé e  da ns d e s mo d è le s d e  

d o ule urs visc é ra le , infla mma to ire  e t ne uro pa thiq ue  (Dub lin a nd  Ha na ni, 2007; Oha ra  

e t a l., 2008; Hua ng  e t a l., 2010b ). Ce s d o nné e s so nt c o nfo rté e s pa r une  é tude  

mo ntra nt une  sure xp re ssio n de  la  c o nne xine  43 (unité  fo nc tio nne lle  de s jo nc tio ns 

G AP) d a ns le  DRG d ’ a nima ux d o ulo ure ux ne uro p a thiq ue s (Oha ra  e t a l., 2008). Pa r 

a ille urs, l’ a d ministra tio n d e  c a rb é no xo lo ne , b lo q ua nt de s jo nc tio ns GAP (Wa rwic k 

a nd  Ha na ni, 2013), e t d ’ ARN a nti-se ns d irig é  c o ntre  la  c o nne xine  43 (Ja smin e t a l., 

2010) a tté nue  le s c o mp o rte me nts a sso c ié s à  la  d o ule ur c hro niq ue . L’ une  d e s 
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hyp o thè se s sug g è re  q ue  le s jo nc tio ns GAP d e s SGCs a ura ie nt un rô le  da ns la  

ré g ula tio n de  la  c o nc e ntra tio n e xtra c e llula ire  d e  p o ta ssium (Ke tte nma nn a nd  

Ra nso m, 1988). Ce tte  hyp o thè se  a  é té  c o nfirmé e  pa r une  é tud e  mo ntra nt 

l’ e xpre ssio n d e  c a na ux p o ta ssium à  re c tific a tio n e ntra nte  (Kir) fo nc tio nne ls à  la  

surfa c e  de s SGCs (Vit e t a l., 2006). Ce ux-c i p e rme tte nt une  re c a p ture  e ffic a c e  d u 

p o ta ssium lib é ré  da ns le  c a s d ’ une  hype re xc ita b ilité  ne uro na le , a insi q u’ une  

re d istrib utio n d u p o ta ssium à  tra ve rs le s jo nc tio ns GAP no uve lle me nt fo rmé e s (Vit e t 

a l., 2006). Ce tte  id é e  e st supp o rté e  p a r le  fa it q u’ une  ina c tiva tio n sé le c tive  de s 

c a na ux Kir4.1 ma jo rita ire me nt e xp rimé s sur le s SGCs dé c le nc he  l’ a p pa ritio n d ’ une  

d o ule ur sp o nta né e  e n a b se nc e  d e  lé sio n (Vit e t a l., 2008). 

c . Ce llule s sa te llite s g lia le s e t c yto kine s

Le s c yto kine s so nt d e s p ro té ine s so lub le s d e  sig na lisa tio n c e llula ire  synthé tisé e s pa r 

le s c e llule s immunita ire s (ne utro p hile s, ma c ro p ha g e s, lymp ho c yte s) ma is é g a le me nt 

p a r de s c e llule s no n-immunita ire s (c e llule s g lia le s e t ne uro ne s). Le s d o nné e s 

p ré c liniq ue s d é mo ntre nt le  rô le  pré po nd é ra nt d e s c yto kine s d a ns la  

p hysio p a tho lo g ie  d e  la  d o ule ur ne uro pa thiq ue  (Sc ho lz a nd  Wo o lf, 2007). Pa rmi le s 

no mb re use s fa mille s de  c yto kine s, o n re g ro up e  : (1) le s c yto kine s pro -infla mma to ire s, 

d o nt le  Tumo r A$#!,(.() B0#&,!) 5CAB 9) $&) -?D1&e rfé ro n-;) 5DBA-;97) 52) le s c yto kine s a nti-

infla mma to ire s, d o nt l’ inte rle ukine -10 (IL-10), e t (3) le s c himio kine s c o mme  le  

Mo no c yte  Che mo a ttra c ta nt Pro te in (MCP-1) o u la  fra c ta lkine  (CX3CL1) (Kig uc hi e t 

a l., 2012) é g a le me nt pro -infla mma to ire s. 

Le s c ytokine s : d e s do nné e s o nt mo ntré  une  a ug me nta tio n d e  l’ e xpre ssio n de s 

c yto kine s p ro -infla mma to ire s IL-6 (Dub o vy e t a l., 2010a ; Bra zd a  e t a l., 2013) e t IL-E*)

d a ns le s SGCs d ’ a nima ux ne uro p a thiq ue s mo d ula nt l’ é ta t d ’ e xc ita b ilité  d e s 

ne uro ne s d u DRG (Ta ke d a  e t a l., 2007). Da ns une  a utre  é tude , le s a ute urs o nt 

o b se rvé  une  a ug me nta tio n d e  l’ e xp re ssio n d ’ IL-6 d a ns le s SGCs e t d e  so n ré c e p te ur 

sur le s ne uro ne s d u DRG (Dub o vy e t a l., 2013).  

Le s c himiokine s : Da ns un mo dè le  de  ne uro p a thie  lié  a u HIV une  a ug me nta tio n 

d e  l’ e xp re ssio n d u ré c e p te ur CXCR4 da ns le s SGCs a  p u ê tre  o b se rvé e , e t 

l’ a d ministra tio n d ’ a nta g o niste s de  c e  ré c e p te ur supp rime  l’ hype rse nsib ilité  

mé c a niq ue  (Bha ng o o  e t a l., 2007). D’ a utre s d o nné e s d é mo ntre nt une  sure xpre ssio n 

c o nc o mita nte  d u lig a nd  SDF1 (Stro ma l De rive d  Fa c to r 1) d a ns le s SGCs e t de  so n 

ré c e p te ur CXCR4 sur le s ne uro ne s (Dub o vy e t a l., 2010b ) d a ns un mo dè le  de  
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ne uro p a thie  d ’ o rig ine  tra uma tiq ue . MCP-1 e st une  c himio kine  po ssé da nt un e ffe t 

c himio a ttra c tif sur le s ma c ro p ha g e s lo rs d u p ro c e ssus infla mma to ire  (Kig uc hi e t a l., 

2012). Da ns le  DRG, MCP-1 e st ma jo rita ire me nt e xprimé  pa r le s ne uro ne s e t le s 

ma c ro p ha g e s ré sid e nts (White  e t a l., 2005; Jung  e t a l., 2008), ma is p e u d e  d o nné e s 

sug g è re nt p o ur l’ insta nt rô le  d e s SGCs. Né a nmo ins, une  p re uve  ind ire c te  a  

ré c e mme nt é té  ra p po rté e , à  sa vo ir q ue  l’ inhib itio n sé le c tive  d e  la  vo ie  NF-kB d a ns 

le s SGCs d iminue  l’ e xpre ssio n d e  MCP-1, p hé no mè ne  c o ïnc ida nt a ve c  la  d isp a ritio n 

d e  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  (Fu e t a l., 2010). 

2. Le s c e llule s immunita ire s

La  c o mmunic a tio n e ntre  le  systè me  immunita ire  e t le  systè me  ne rve ux e st 

b id ire c tio nne lle . En e ffe t, une  lé sio n ne rve use  e ntra îne  la  lib é ra tio n d e  

ne uro mé d ia te urs a c tiva nt le  re c rute me nt d e  c e llule s immuno c o mpé te nte s 

(ma c ro p ha g e s, lymp ho c yte s). Ainsi, la  lib é ra tio n d e  c yto kine s e t de  c himio kine s p a r 

le s c e llule s immunita ire s pe rme t une  mo d ula tio n de  la  tra nsmissio n no c ic e p tive  e n 

a g issa nt d a ns le  systè me  ne rve ux p é rip hé riq ue  e t c e ntra l (Sc ho lz a nd  Wo o lf, 2007). 

a . Re c rute me nt d e  c e llule s immunita ire s d a ns le s g a ng lio ns ra c hid ie ns

En c o nd itio n b a sa le , le s c e llule s immunita ire s so nt p e u re p ré se nté e s, a ve c  

e sse ntie lle me nt la  p ré se nc e  d e  ma c ro p ha g e s ré side nts (Ca lvo  e t a l., 2012). Da ns le  

c a s d e  d o ule urs ne uro p a thiq ue s, o n o b se rve  une  inva sio n ma ssive  de  c e llule s 

immuno c o mpé te nte s d a ns le  DRG.  

Le s ne utrophile s. On no te  une  a ug me nta tio n d e  la  q ua ntité  de  ne utro p hile s 

(Mo rin e t a l., 2007) a u 14è me  jo ur a p rè s l’ ind uc tio n de  la  ne uro p a thie  (Kim a nd  

Mo a le m-Ta ylo r, 2011). Le  no mb re  d e  ne utro phile s e st 5 à  10 fo is p lus é le vé  a u site  de  

la  lé sio n q ue  d a ns le  DRG, e t le  re c rute me nt ta rd if sug g è re  un rô le  d a ns le  ma intie n 

d e  la  d o ule ur ne uro pa thiq ue  (Kim a nd  Mo a le m-Ta ylo r, 2011). 

Le s c e llule s de ndritique s. On o b se rve  une  a ug me nta tio n c ro issa nte  d e  la  q ua ntité  

d e  c e llule s d e ndritiq ue s e ntre  le  3é me  e t 14è me  jo ur p o st-c hirurg ie  (Kim a nd  Mo a le m-

Ta ylo r, 2011). Le s c e llule s d e nd ritiq ue s so nt d e s c e llule s p ré se nta tric e s d ’ a ntig è ne s 

c a p a b le s d ’ a c tive r le s lymp ho c yte s T e t de  d é c le nc he r la  mise  e n p la c e  d ’ une  

ré p o nse  immunita ire  a d a p ta tive . Le ur rô le  da ns la  d o ule ur ne uro pa thiq ue  n’ e st p a s 

c o nnu ma is une  é tude  c liniq ue  à  mis e n é vide nc e  la  pré se nc e  de  c e s c e llule s da ns 
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d e s b io psie s de  ne rf sura l de  p a tie nts a tte ints d u synd ro me  de  Guilla in-Ba rré  (Pre ss e t 

a l., 2005). 

Le s lymphoc yte s T (L- T). Le  p ro fil d ’ e xpre ssio n e st simila ire  à  c e lui o b se rvé  p o ur le s 

c e llule s d e ndritiq ue s (Kim a nd  Mo a le m-Ta ylo r, 2011). Le ur rô le  se mb le  d é p e nda nt de  

le ur p ro fil d e  pro d uc tio n c yto kiniq ue . En e ffe t, l’ a d ministra tio n d e  L-T he lpe r1, 

p ro d uisa nt ma jo rita ire me nt d e s c yto kine s p ro -infla mma to ire s (IFN-;97) %,&$1&.0-.($)

l’ hyp e rse nsib ilité  mé c a niq ue  lié e  à  la  c o mp re ssio n d u ne rf sc ia tiq ue . A l’ inve rse , 

l’ a d ministra tio n de  L-T he lpe r2 p ro duisa nt de s c yto kine s a nti-infla mma to ire s (IL-10) 

so ula g e  l’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  (Mo a le m e t a l., 2004). Enfin, d e s d o nné e s 

mo ntre nt q u’ une  d é fic ie nc e  g lo b a le  e n L-T c he z le  ra t (Mo a le m e t a l., 2004) e t c he z 

la  so uris (Ca o  a nd  De Le o , 2008) se  tra d uit p a r une  b a isse  de s c o mp o rte me nts 

no c ife nsifs. 

Le s ma c ropha ge s. Le  re c rute me nt ma ssif de  ma c ro p ha g e s d a ns le  DRG d é b ute  

e nviro n a u 4è me   jo ur a p rè s la  lé sio n (Hu e t a l., 2007; Kim a nd  Mo a le m-Ta ylo r, 2011) e t 

un p ic  d e  re c rute me nt e st o b se rvé  une  se ma ine  a p rè s l’ ind uc tio n de  la  ne uro pa thie  

(Kim a nd  Mo a le m-Ta ylo r, 2011). Une  c o rré la tio n e ntre  la  d iminutio n d u re c rute me nt 

d e s ma c ro p ha g e s e t l’ inte nsité  d e s c o mpo rte me nts d o ulo ure ux a  é té  mise  e n 

é vide nc e  (So mme r a nd  Sc ha fe rs, 1998; Ba rc la y e t a l., 2007), sug g é ra nt un rô le  de s 

ma c ro p ha g e s d a ns le  d é ve lo pp e me nt d e  la  d o ule ur ne uro pa thiq ue  (Fig ure  I-3). 

b . Implic a tio ns fo nc tio nne lle s : rô le  d e s ma c ro p ha g e s

Da ns un mo d è le  d e  lig a ture  pa rtie lle  du ne rf sc ia tiq ue , o n o b se rve  une   

sure xp re ssio n de  la  pro té ine  MCP-1 d a ns le s ne uro ne s d u DRG se ule me nt 4h a p rè s la  

lé sio n, e t le  p ic  d ’ a c tivité  e st dé te c té  à  48h (Ta na ka  e t a l., 2004). L’ a ug me nta tio n de  

la  p ro d uc tio n lo c a le  de  MCP-1 c o nd uit d ’ une  p a rt à  l’ a c tiva tio n de s ma c ro p ha g e s 

ré side nts e t d ’ a utre  p a rt a u re c rute me nt d e  mo no c yte s c irc ula nts (Sc ho lz a nd  Wo o lf, 

2007). Pa r a ille urs, d ’ a utre s tra va ux re p o rte nt une  a ug me nta tio n de  l’ e xp re ssio n de  

CCR2 (C -C  c he mo kine  re c e p to r typ e  2) sur le s ne uro ne s a insi q ue  sur le s 

ma c ro p ha g e s (White  e t a l., 2005). De s d o nné e s sug g è re nt q ue  l’ a c tiva tio n d u CCR2 

ne uro na l a ug me nte  l’ e xp re ssio n du c a na l Na v1.8 (Be lko uc h e t a l., 2011) e t induit une  

se nsib ilisa tio n d u ré c e p te ur TRPV1 (Jung  e t a l., 2008), p o uva nt c o ntrib ue r à  

l’ hyp e re xc ita b ilité  ne uro na le . De  p lus le s ma c ro p ha g e s e xprime nt une  g ra nde  

va rié té  d e  ré c e p te urs p urine rg iq ue s ind iq ua nt q ue  l’ ATP e st c a p a b le  d e  mo dule r 

l’ a c tivité  d e s c e llule s immunita ire s (Sc ho lz a nd  Wo o lf, 2007). L’ a c tiva tio n de s P2X4 
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Figure I-3. Modifications physiopathologiques dans le ganglion rachidien. (A) Populations 

cellulaires présentent dans le ganglion rachidien en condition physiologique. (B) Invasion de 

cellules immunocompétentes et activation/prolifération des cellules satellites gliales lors d�une 

lésion nerveuse périphérique. Les cellules immunitaires sont capables de libérer des médiateurs 

inflammatoires modulant l�excitabilité des neurones sensoriels primaires. 

Neurone sensoriel 

Macrophage

A. B.

DRG «physiologique» DRG «pathologique»

(adapté de Calvo et al., 2012)
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d e s ma c ro p ha g e s e ntra îne  une  lib é ra tio n d e  p ro sta g la nd ine s re sp o nsa b le s de  

l’ a pp a ritio n de  c o mp o rte me nts no c ife nsifs da ns un mo d è le  de  d o ule ur 

infla mma to ire  (Ulma nn e t a l., 2010). De  ré c e nte s d o nné e s me tte nt e n é vid e nc e  une  

a ug me nta tio n d e  l’ e xp re ssio n de  P2X4 sur le s ma c ro p ha g e s d a ns d e s mo dè le s d e  

d o ule ur ne uro p a thiq ue  (Na ka i e t a l., 2010; Oto shi e t a l., 2010), c e  q ui p o urra it 

c o ntrib ue r à  la  synthè se  d e  c yto kine s p ro -infla mma to ire s, c o mme  -$)CAB  (Oto shi e t 

a l., 2010). 
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IV.  !"#$%&$'()*$%+,-$"+$./0-12.+3/2"241#$%#$"+$%2&"#&5$,#&52.+3/16&#

A. Gé né ra lité s 

1. Struc ture  du TNF*$7'&825$(#952-1-$)+9325-*: e t de  se s ré c e pte urs

F$)CAB )0%%0!&ie nt à  la  fa mille  d e s c yto kine s. Ce  so nt d e s g lyc o p ro té ine s d e  fa ib le  

p o ids mo lé c ula ire  ma jo rita ire me nt sé c ré té e s p a r le s c e llule s immuno c o mpé te nte s 

(lymp ho c yte s T, ma c ro p ha g e s e t ne utro p hile s), ma is a ussi pa r le s c e llule s d u systè me  

ne rve ux. F$) CAB ) (?$G%!./$) (,'() +$'G) =,!/$( : une  p ro té ine  tra nsme mb ra na ire  de  

26 kDa  5/CAB 9 a sse mb lé e  e n ho mo trimè re  e t une  p ro té ine  so lub le  d e  17 kDa  

5(CAB 9 ré sulta nt d u c liva g e  de  la  fo rme  me mb ra na ire  pa r l’ e nzyme  TACE (TNF-a lp ha  

c o nve rting  e nzyme ) (Bla c k e t a l., 1997). Ce s de ux fo rme s so nt p hysio lo g iq ue me nt 

a c tive s (Ho riuc hi e t a l., 2010) e t pré se nte nt d e s a ffinité s d iffé re nte s p o ur le s 

ré c e p te urs d u CAB ) (Gre ll e t a l., 1995). De ux ré c e p te urs me mb ra na ire s d istinc ts o nt 

é té  ide ntifié s. Le  ré c e p te ur d e  typ e  I (TNFRI/ p 55) e xp rimé  d e  ma niè re  ub iq uita ire  e t 

c o nstitutive , initia nt la  p lup a rt d e s fo nc tio ns b io lo g iq ue s du TNF  e t no ta mme nt so n 

a c tivité  c yto to xiq ue  (Lo c ksle y e t a l., 2001). Le  ré c e p te ur d e  typ e  II (TNFRII/ p 75) e st 

fa ib le me nt e xp rimé  e n c o nd itio n no rma le  e t p ré fé re ntie lle me nt a sso c ié  à  c e rta ins 

typ e s c e llula ire s (ma c ro p ha g e s, lymp ho c yte s T, mo no c yte s) (Ag g a rwa l, 2003). Le  

sTNF  e st c a p a b le  d ’ a c tive r à  la  fo is TNFRI e t TNFRII b ie n q u’ il p o ssè de  une  a ffinité  

p lus fo rte  p o ur le  pre mie r, a lo rs q ue  TNFRII e st sé le c tive me nt a c tivé  pa r le  mTNF  

(Gre ll e t a l., 1995).  

2. Sig na lisa tion intra c e llula ire

La  lia iso n d u TNF  sur le  TNFRI induit le  re c rute me nt d ’ une  p ro té ine  a da p ta tric e , 

TRADD (TNF-re c e p to r a sso c ia te d  d e a th d o ma in) p a r une  inte ra c tio n d ire c te  a ve c  le  

« d e a th d o ma in » situé  sur la  p a rtie  C -te rmina le  intra c e llula ire  d u ré c e p te ur (Ta rta g lia  

e t a l., 1993). La  pro té ine  TRADD d é c le nc he  la  synthè se  d e  fa c te urs p ro -a p o p to tiq ue s 

e t l’ a c tiva tio n d e  vo ie s d e  sig na lisa tio n intra c e llula ire  d e  typ e  JNK (c -jun N-Te rmina l 

Kina se s), P38 MAPK (Mito g e n-Ac tiva te d  Pro te in Kina se s) e t NF-kB (Nuc le a r Fa c to r-

ka p pa  B), jo ua nt un rô le  d a ns la  p ro lifé ra tio n c e llula ire  e t la  p ro duc tio n d e  c yto kine s 

p ro -infla mma to ire s (Mc Co y a nd  Ta nse y, 2008). A l’ inve rse ,  le  TNFRII ne  c o ntie nt p a s 

d e  « d e a th d o ma in » da ns sa  p a rtie  C -te rmina le . L’ a c tiva tio n d u TNFRII p a r le  /CAB  

c o nd uit a u re c rute me nt d e s pro té ine s a da p ta tric e s TRAF1 e t TRAF2 (Ca b a l-Hie rro  
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a nd  La zo , 2012). Ce lle s-c i so nt c a pa b le s d ’ a c tive r d e  fa c te urs de  tra nsc rip tio n du 

typ e  NF-HB impliq ué s d a ns la  synthè se  d e  fa c te urs a nti-a p o p to tiq ue s (Ro the  e t a l., 

1994; Ro the  e t a l., 1995). Il se mb le  e xiste r une  d ic ho to mie  e ntre  le s pro c e ssus lié s à  

l’ a c tiva tio n d u TNFRI e t d u TNFRII. To ute fo is, d e s d o nné e s sug g è re nt d ’ une  p a rt la  

p o ssib ilité  d e  re c rute me nt d e  la  pro té ine  TRAF2 suite  à  l’ a c tiva tio n d u TNFRI (Hsu e t 

a l., 1996), e t d ’ a utre  pa rt l’ e xiste nc e  d ’ une  sig na lisa tio n c ro isé e  e ntre  le s 2 type s de  

ré c e p te urs (Ro d rig ue z e t a l., 2011). De  p lus, il fa ut no te r q ue  l’ inte ra c tio n juxta c rine  

d u mTNF  e t d u TNFRII d é c le nc he  une  sig na lisa tio n inve rse  d a ns le s c e llule s 

e xp rima nt le  mTNF )(Ho riuc hi e t a l., 2010) q ui p o urra it e n p a rtie  me ttre  e n je u la  vo ie  

d e s MAPK (Kirc hne r e t a l., 2004) (Fig ure  I- 4). 

B. Rôle  du '()*$da ns le  systè me  ne rve ux pé riphé rique  e t c e ntra l 

1. Gé né ra lité s

De p uis le  d é b ut d u XXIè me  siè c le  de  no mb re ux g ro up e s s’ a c c o rde nt à  d ire  q ue  le s 

ne uro ne s ne  so nt pa s le s se uls a c te urs c o nduisa nt a u d é ve lo pp e me nt e t a u ma intie n 

d e  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue . Le s c e llule s g lia le s e t le s c e llule s immunita ire s jo ue nt un 

rô le  p rimo rd ia l d a ns le s mo d ific a tio ns p hysio p a tho lo g iq ue s a sso c ié e s à  une  lé sio n 

ne rve use  pé rip hé riq ue  (Sc ho lz a nd  Wo o lf, 2007; Ca lvo  e t a l., 2012). Au site  d e  lé sio n, 

l’ a c tiva tio n d e s ma c ro p ha g e s ré side nts stimule  le  re c rute me nt d e  c e llule s 

immunita ire s. Ce tte  c a sc a d e  d ’ é vé ne me nts mo lé c ula ire s so us-te nd  le  

d é ve lo pp e me nt de  « ré a c tio ns infla mma to ire s » lo c a le s d a ns le  DRG me tta nt e n je u 

à  la  fo is de s c e llule s du systè me  immunita ire  (ma c ro p ha g e s, lympho c yte s) a insi q ue  

le s SGCs. Ce s sig na ux q ui se  p ro pa g e nt d e  ma niè re  ré tro g ra d e  c o nd uise nt à  

l’ a c tiva tio n de  ré se a ux ne uro na ux e t g lia ux d a ns la  c o rne  d o rsa le  d e  la  mo e lle  

é p iniè re  c o ntrib ua nt a u dé ve lo pp e me nt e t a u ma intie n de s c o mp o rte me nts 

d o ulo ure ux (Va lle jo  e t a l., 2010). En é tud ia nt le  c a s p a rtic ulie r d ’ une  c yto kine , de s 

0'&$'!(),1&),>($!I")-0)/.($)$1)%-0#$)+?'1)&!01(%,!&)01&"!,J!0+$)+')CAB )$1+,JK1$)

d e p uis le s DRG ve rs le  site  de  lé sio n (Shub a ye v a nd  Mye rs, 2001; Sc ha fe rs e t a l., 

2002), e t ré tro g ra d e  e n d ire c tio n d e  la  c o rne  d o rsa le  d e  la  mo e lle  é p iniè re  

(Shub a ye v a nd  Mye rs, 2002). L’ e xiste nc e  d ’ un mé c a nisme  d e  &!01(%,!&) +') CAB  

e nd o g è ne  lo rs d ’ une  lé sio n ne rve use  pé rip hé riq ue  sug g è re  le  re c rute me nt suc c e ssif 

d e  struc ture s du systè me  ne rve ux p é rip hé riq ue  e t c e ntra l. 
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Figure I-4. Signalisation intracellulaire du TNFRI et du TNFRII. Le TNFRI est composé d�une proté-

ine TRADD sur son extrémité C-terminale. Cette protéine contient un domaine de mort cellulaire �Death 

Domain� et permet le recrutement de protéines RIP1 et FADD impliquées dans l�activation de la 

pro-caspase 8 régulant le processus de mort cellulaire par apoptose. Le TNFRII ne possède pas de 

domaine de mort cellulaire et sa stimulation conduit au recrutement de protéines TRAF1 et TRAF2 

("0*3/0)7 "0%."% !)4$,8)$,3/%."% )%83,"%ES;QR%"$%."0%N<TU5%6!)4$,8)$,3/%.!+/%43I* "G"%#3(I'%."%P%DVR%

Q,/)0"0%1DUU2%"/$(),/"% )%*&30*&3(B )$,3/%."%DVR:%14"(4 "%(3+H"2%"$%0)%.'H().)$,3/5%6!)4$,8)$,3/%."0%4"0%

voies de signalisation cellulaire se traduit par la translocation du facteur de transcription NF-kB dans le 

noyau et la synthèse de cytokines pro-inflammatoires. Liste d�abréviation: FADD, fas-associated protein 

W,$&%.")$&%.3I),/?%DUU:>C>X?%DVR%Q,/)0"?%YEU>%4;Y+/%E;$"(I,/) %Q,/)0"?%I@ES:>%I"I7()/";73+/.%@ES

:?>%ES;VR>%/+4 ")(%#)4$3(;Q)**)%R?%=DT>%("4"*$3(%,/$"()4$,/H%*(3$",/?%0@ES:>%03 +7 "%@ES:?%@<UZ>@[S

C;)0034,)$".%Q,/)0"%Z?%@ES=>%$+I3(%/"4(30,0%#)4$3(%("4"*$3(?%@=<KK>%@ES%("4"*$3(;)0034,)$".%.")$&%

domain protein; TRAF, TNF receptor associated factor.
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2. Le  '()*$da ns le  systè me  ne rve ux pé riphé rique

a . Site  d e  lé sio n

Da ns un mo d è le  d e  lé sio n d u ne rf sc ia tiq ue  une  a ug me nta tio n d e  l’ e xpre ssio n d e  

l’ ARNm d u TNF  e t de  la  pro té ine  a  é té  o b se rvé e  a u site  d e  lé sio n (Ge o rg e  e t a l., 

1999; Oka mo to  e t a l., 2001). L’ a ug me nta tio n d ’ e xp re ssio n d e  l’ ARNm (Sa c e rd o te  e t 

a l., 2008) e t d e  la  p ro té ine  (Ge o rg e  e t a l., 1999) e st d é te c té e  e nviro n 12h a prè s 

l’ induc tio n de  la  ne uro p a thie  e t p e ut se  ma inte nir pe nd a nt e nviro n d e ux se ma ine s 

(Ge o rg e  e t a l., 1999). De s d o nné e s histo lo g iq ue s mo ntre nt q ue  le  TNF  e st 

p ré fé re ntie lle me nt e xprimé  p a r le s c e llule s de  Sc hwa nn à  pro ximité  d u site  d e  lé sio n 

(Ha ya shi e t a l., 2008; Ka to  e t a l., 2009). No to ns é g a le me nt q ue  la  mo d ific a tio n 

d ’ e xp re ssio n d u TNF  s’ a c c o mp a g ne  d ’ une  va ria tio n d ’ e xp re ssio n d e  se s ré c e p te urs. 

En e ffe t, o n o b se rve  une  sure xp re ssio n d u TNFRI e t d u TNFRII d a ns le s p re mie rs jo urs 

suiva nt la  c hirurg ie  (G e o rg e  e t a l., 2005) e t l’ a d ministra tio n lo c a le  d ’ a nta g o niste s de  

c e s ré c e p te urs a tté nue  l’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  (So mme r e t a l., 1998)(Fig ure  I- 5). 

b . Ga ng lio n ra c hid ie n

Da ns de s mo d è le s de  d o ule ur ne uro pa thiq ue  d ’ o rig ine  tra uma tiq ue , d e s d o nné e s 

mo ntre nt une  a ug me nta tio n d e  l’ e xp re ssio n d e  l’ ARNm d u TNF  d a ns le s DRG 

q ue lq ue s jo urs a p rè s la  c hirurg ie  (Sa c e rdo te  e t a l., 2008). Le s nive a ux é le vé s 

d ’ e xp re ssio n pe uve nt se  ma inte nir jusq u'à  5 se ma ine s p o st-c hirurg ie  (Bo hre n e t a l., 

2013). Au nive a u histo lo g iq ue , d e  no mb re use s é tud e s s’ a c c o rd e nt à  d ire  q ue  le  TNF  

e st e xprimé  d a ns le s c e llule s sa te llite s g lia le s a lo rs q ue  so n ré c e p te ur se mb le  

ma jo rita ire me nt e xp rimé  sur le s ne uro ne s du DRG (Ohto ri e t a l., 2004; Bo hre n e t a l., 

2013). To ut c o mme  a u site  d e  lé sio n, de s é tud e s o nt dé mo ntré  une  sure xp re ssio n d u 

TNFRI e t d u TNFRII da ns d e s d é la is trè s c o urts a p rè s l’ induc tio n de  la  ne uro pa thie  

(Sc ha fe rs e t a l., 2003a ). Le s d o nné e s pré se nté e s ind iq ue nt q ue  le s mo d ific a tio ns 

p ré c o c e s d ’ e xp re ssio n +') CAB ) 0') site  d e  lé sio n e t d a ns le s DRG p o urra ie nt 

c o ntrib ue r a u d é c le nc he me nt d ’ é vé ne me nts infla mma to ire s e t à  l’ a p pa ritio n d e s 

c o mp o rte me nts no c ife nsifs (Fig ure  I- 5). 
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Figure I-5.) *012&') 3$) -"./) 34'() 5#) (6(17,#) '#%8#$9) :;%2:<;%2=$#) #1) 0#'1%45>) (A) 

6!)4$,8)$,3/% ."0% ('4"*$"+(0% )+% @ES:% 1@ES=2% ,/.+,$%  )% *(3.+4$,3/% ."% NAT;Z% -+,% I3.+ "%

 !)4$,8,$'% ."0% ('4"*$"+(0% <NT<% "$% ENK<% )+% H +$)I)$"5% 1B2% <+% /,8")+% 0*,/) %  "0% 4"  + "0%

I,4(3H ,) "0%"$%)0$(34B$),("0% ,7J("/$%.+%@ES:%-+,%)4$,8"% )%83,"%*P\%."0%N<TU%"$% )%0B/$&J0"%

NAT;Z%I3.+ )/$% !"G4,$)7, ,$'%/"+(3/) "5%1C2%K)/0% "%K=[>% )% ,7'()$,3/%."%@ES:%)4$,8"%03/%

('4"*$"+(%0,$+'%0+(% "0%/"+(3/"0%0"/03(," 0%*(,I),("05%6!)4$,8)$,3/%."% )%83,"%*P\%*"+$%,/.+,("%

 !3+8"($+("%."%4)/)+G%03.,+I%"G*(,I'0%]% )%I"I7()/"5%1D2%<+%0,$"%."% '0,3/% "0%4"  + "0%."%

F4&W)//%  ,7J("/$% .+% @ES:% .)/0%  "0% *("I,"(0% ^3+(0% 0+,8)/$%  )% /"+(3*)$&,"5% 6,0$"%
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c . Rô le  fo nc tio nne l

i. CAB 7)0--,+:1.$)$&)@:%$!0-J"(.$

6') 1.I$0') #,/%,!&$/$1&0-7) '1$) .1L$#&.,1) .1&!01$'!0-$) +$) CAB ) .1+'it de s 

c o mp o rte me nts d ’ hype ra lg é sie  e t d ’ a llo d ynie  simila ire s à  c e ux o b se rvé s lo rs d ’ une  

lé sio n ne rve use  pé rip hé riq ue  (Wa g ne r a nd  Mye rs, 1996; Ze le nka  e t a l., 2005). Suite  à  

l’ induc tio n d ’ une  ne uro p a thie , l’ a d ministra tio n lo c a le  d ’ a ntic o rps p e rme tta nt de  

1$'&!0-.($!) -?0#&.,1)+')CAB )>-,2'$)-$)+"I$-,%%$/$1&)+$)-?0--,+:1.$)/"#01.2'$)$&)

d e  l’ hype ra lg é sie  the rmiq ue  (Sc ha fe rs e t a l., 2001; Ka to  e t a l., 2009). 

ii. Dé g é né re sc e nc e  wa llé rie nne  e t TNF 

Le  d é ve lo p pe me nt de  d o ule urs ne uro p a thiq ue s suite  à  une  lé sio n ne rve use  

p é riphé riq ue  e st intime me nt lié  a u p ro c e ssus de  dé g é né re sc e nc e  wa llé rie nne . Ce  

p hé no mè ne  se  c a ra c té rise  p a r la  dé g é né re sc e nc e  de  l’ a xo ne  e t d e  sa  g a ine  de  

myé line  e n a va l de  la  lé sio n, a insi q u’ une  p ro lifé ra tio n se c o nd a ire  d e s c e llule s de  

Sc hwa nn (Mye rs e t a l., 1993; So mme r e t a l., 1993). Pa rmi le s a c te urs p o te ntie ls, le  

TNF )se mb le  jo ue r un rô le  p ré p o ndé ra nt d a ns la  mise  e n p la c e  de  c e  p hé no mè ne  

e n ind uisa nt no ta mme nt le  re c rute me nt de  ma c ro p ha g e s a u site  d e  lé sio n (Lie fne r 

e t a l., 2000). En utilisa nt une  so uc he  d e  so uris muta nte s q ui se  c a ra c té rise  pa r un 

d é c a la g e  d ’ a p pa ritio n d e  la  d é g é né re sc e nc e  a xo na le  (Pe rry e t a l., 1990), le s 

a ute urs o nt d é mo ntré  q ue  la  d iminutio n d e  l’ hyp e ra lg é sie  e st a sso c ié e  à  une  

inhib itio n lo c a le  d e  la  synthè se  de  TNF  (Mye rs e t a l., 1996; So mme r a nd  Sc ha fe rs, 

1998). Pa r c o nsé q ue nt, la  sure xpre ssio n d u TNF  pa r le s c e llule s de  Sc hwa nn se mb le  

ê tre  un é lé me nt c le f d a ns le s mé c a nisme s mo lé c ula ire s lié s à  la  d é g é né re sc e nc e  

wa llé rie nne  a insi q ue  d a ns l’ a pp a ritio n d e s c o mp o rte me nts no c ic e p tifs q ui y so nt 

a sso c ié s (Wa g ne r a nd  Mye rs, 1996; Mye rs a nd  Shub a ye v, 2011).  

iii. Ap o p to se  e t TNF 

La  sure xpre ssio n d u TNF )da ns le s c e llule s de  Sc hwa nn d a ns le s he ure s q ui suive nt 

l’ induc tio n d e  la  ne uro p a thie  so ulig ne  so n rô le  p rimo rd ia l d a ns l’ a p pa ritio n d e s 

c o mp o rte me nts d ’ hype ra lg é sie  (Ca mp a na  e t a l., 2006). Lo rs d ’ une  lé sio n ne rve use  

p é riphé riq ue , -$) #-.I0J$) +') /CAB ) 5<M NO09) $1) (CAB ) 5EP kDA) p a r la  MMP-2 

(Shub a ye v a nd  Mye rs, 2000) p e rme t a u (CAB )d ’ a c tive r pré fé re ntie lle me nt le  TNFRI 

(Gre ll e t a l., 1995) q ui se mb le  é g a le me nt sure xp rimé  a u site  de  lé sio n (Ge o rg e  e t a l., 
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2005). L’ a c tiva tio n d u TNFRI %0!) -$) CAB ) +"#-$1#@$ de s p hé no mè ne s d e  mo rt 

ne uro na le  p a r a p o pto se  (Tho rb urn, 2004) e n stimula nt la  vo ie  d e s c a spa se s 

(Mic he a u a nd  Tsc ho p p , 2003). Da ns un mo d è le  d e  lig a ture  d e s ne rfs sp ina ux, 

l’ a ug me nta tio n de  l’ e xp re ssio n d u TNF  c o ïnc id e  a ve c  la  sure xp re ssio n d e  la  

c a sp a se  3 (ma rq ue ur a p o p to tiq ue ) d a ns le s DRG (Kim e t a l., 2011b ). Da ns un 

mo d è le  d e  ne uro p a thie  d ’ o rig ine  c a nc é re use , l’ a d ministra tio n d ’ inhib ite urs de  

c a sp a se s a tté nue  l’ hyp e ra lg é sie  the rmiq ue  (Jo se p h a nd  Le vine , 2004). Enfin, une  

é tud e  d é mo ntre  q ue  le  d e g ré  d ’ a p o p to se  lié  à  la  p ro d uc tio n lo c a le  de  TNF , e st 

d ire c te me nt c o rré lé  à  la  sé vé rité  d e s symp tô me s o b se rvé s (Se kig uc hi e t a l., 2009).  

iv. Ac tiva tio n de  la  vo ie  de s MAPK (Mito g e n-Asso c ia te d  Pro te in

Kina se s) 

L’ a c tio n d u TNF  sur so n ré c e p te ur ind uit l’ a c tiva tio n d e  la  vo ie  p -38 mito g e n-

a c tiva te d  p ro te in kina se  (p 38 MAPK) e t c -jun N-Te rmina l Kina se  (JNK) d a ns le s 

ne uro ne s d u DRG (Po llo c k e t a l., 2002). Che z d e s a nima ux ne uro p a thiq ue s, une  

a ug me nta tio n tra nsito ire  d e  la  p ho sp ho ryla tio n de  p 38 a  é té  o b se rvé e  da ns le s 

ne uro ne s d e s DRG e t c e lle -c i e st b lo q ué e  pa r l’ a d ministra tio n d ’ un a g e nt a nti-TNF )

(Sc ha fe rs e t a l., 2003b ). De  p lus, l’ inje c tio n lo c a le  d e  p ro duits a nti-TNF  e t 

d ’ inhib ite urs de  la  vo ie  p 38 b lo q ue  le  d é ve lo p p e me nt de  l’ a llo d ynie  ne uro pa thiq ue  

(Sc ha fe rs e t a l., 2003b ; Sve nsso n e t a l., 2005). Une  é tud e  e x vivo  a  d é mo ntré  q ue  

l’ a pp lic a tio n d e  TNF  sur d e s c ulture s d e  DRG  mo d ule  l’ a c tivité  de s c a na ux c a lc ium 

e t so d ium vo lta g e -dé p e nd a nts (Cze sc hik e t a l., 2008), e t c e t e ffe t se mb le  

d é pe nd a nt de  l’ a c tiva tio n de  la  vo ie  p38 d e s MAPK (Jin a nd  Ge re a u, 2006). Ce s 

d o nné e s sug g è re nt l’ e xiste nc e  d ’ un lie n d ire c t e ntre  l’ a c tiva tio n du TNFR e t la  vo ie  

p 38 d e s MAPK.  

3. Le  '()*$da ns le  systè me  ne rve ux c e ntra l

Le s c e llule s g lia le s re pré se nte nt e nviro n 70% d e s c e llule s d u systè me  ne rve ux, e t 

p e uve nt ê tre  sé pa ré e s e n de ux c a té g o rie s : le s c e llule s ma c ro g lia le s (a stro c yte s, 

o lig o d e ndro c yte s) e t le s c e llule s mic ro g lia le s q ui re pré se nte nt 5 à  12% d e s c e llule s d u 

systè me  ne rve ux (Wa tkins e t a l., 2007). Bie n p lus q ue  d e s c e llule s de  so utie n, c e lle s-c i 

jo ue nt un rô le  d a ns le  ma intie n d e  l’ ho mo é o sta sie , la  synthè se , la  lib é ra tio n e t la  

re c a p ture  de  ne uro tra nsme tte urs (Wa tkins e t a l., 2007). Le s re c he rc he s me né e s lo rs 

d e  la  d e rniè re  d é c e nnie  o nt p e rmis d e  me ttre  e n é vid e nc e  l’ e xiste nc e  d ’ une  
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c o mmunic a tio n b id ire c tio nne lle  e ntre  le s ne uro ne s e t le s c e llule s g lia le s, sug g é ra nt 

un rô le  a c tif d a ns la  tra nsmissio n syna p tiq ue  (Fie ld s a nd  Ste ve ns-Gra ha m, 2002; 

Pe re a  a nd  Ara q ue , 2006). De  ma niè re  inté re ssa nte , le s a stro c yte s e t le s c e llule s 

mic ro g lia le s so nt suje tte s à  une  p la stic ité  mo rp ho lo g iq ue  e t fo nc tio nne lle . Da ns 

c e rta ins c a s, c e la   pe ut c o nd uire  à  une  lib é ra tio n de  c yto kine s (De Le o  e t a l., 2004) 

impliq ué e s d a ns le s phé no mè ne s d e  se nsib ilisa tio n c e ntra le  o b se rvé e  e n c o nd itio n 

d e  d o ule ur ne uro p a thiq ue  (Mika  e t a l., 2013). 

a . Exp re ssio n e t rô le  +')CAB )0')1.I$0')(%.10-

i. Rô le  de s a stro c yte s

Au d é b ut de s a nné e s 90, d e s c he rc he urs me tte nt e n é vid e nc e  une  hyp e rtro p hie  

d e s a stro c yte s suite  à  une  lé sio n ne rve use  p é rip hé riq ue  se  tra d uisa nt pa r une  

a ug me nta tio n d e  l’ immuno ré a c tivité  GFAP (G lia l Fib rilla ry Ac id ic  Pro te in), ma rq ue ur 

d e  ré fé re nc e  d e s a stro c yte s (Ga rriso n e t a l., 1991). No to ns q ue  le s a stro c yte s so nt 

fa ib le me nt a c tivé s lo rs d e  la  pre miè re  se ma ine  p o st-c hirurg ie , p uis une  

a ug me nta tio n e xp o ne ntie lle  de  c e tte  a c tivité  e st o b se rvé e  e t p e ut se  ma inte nir 

jusq u'à  3 mo is a p rè s l’ ind uc tio n d e  la  ne uro pa thie  (Co yle , 1998; Ta ng a  e t a l., 2004). 

Le  rô le  d u TNF )d a ns la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  a  d ’ a b o rd  é té  é tud ié  e n utilisa nt de s 

a nima ux tra nsg é niq ue s q ui e xp rime nt le  TNF  e xc lusive me nt d a ns le s a stro c yte s. Le s 

a ute urs o nt o b se rvé  une  a ug me nta tio n d e  l’ inte nsité  d e s c o mp o rte me nts no c ife nsifs 

suite  à  l’ ind uc tio n d ’ une  ne uro pa thie  c he z le s a nima ux GFAP-CAB  pa r c o mpa ra iso n 

a ux a nima ux c o ntrô le s (De Le o  e t a l., 2000). Une  sure xp re ssio n du TNF  e st o b se rvé e  

e n c o nd itio n ne uro pa thiq ue  e t c e lle -c i se mb le  ma jo rita ire me nt a sso c ié e  a ux 

a stro c yte s (Ohto ri e t a l., 2004; Zhe ng  e t a l., 2011; Ishika wa  e t a l., 2013). Le s 

o b se rva tio ns c liniq ue s se mb le nt a lle r d a ns le  mê me  se ns. En e ffe t, une  sure xpre ssio n 

d u TNF  e t d e  la  GFAP a  é té  d é te c té e  e n p o st-mo rte m d a ns la  mo e lle  é p iniè re  d ’ un 

p a tie nt a tte int d e  d o ule ur ne uro p a thiq ue  (Shi e t a l., 2012). Le  rô le  du TNF  lib é ré  p a r 

le s a stro c yte s e st e nc o re  ma l c o nnu ma is d e s d o nné e s sug g è re nt une  implic a tio n de  

la  c himio kine  MCP-1. Effe c tive me nt, une  ré c e nte  é tud e  supp o se  q ue  le  TNF  lib é ré  

p a r le s a stro c yte s induira it via  le  TNFR1 une  sure xpre ssio n d e  MCP-1 d a ns la  c o rne  

d o rsa le  de  la  mo e lle  é p iniè re . Ce  d e rnie r a ura it une  a c tio n d ire c te  sur l’ é ta t 

d ’ e xc ita b ilité  de s ne uro ne s ré side nts d e  la  mo e lle  é p iniè re , e n mo d ula nt l’ a c tivité  

d e s ré c e p te urs d u g luta ma te  (NMDA e t AMPA) (Ga o  e t a l., 2009).  
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ii. Rô le  de  la  mic ro g lie

Le s c e llule s mic ro g lia le s so nt dé finie s c o mme  le s c e llule s immunita ire s ré sid e nte s 

d u systè me  ne rve ux c e ntra l, a u mê me  titre  q ue  le s ma c ro p ha g e s d a ns le  systè me  

ne rve ux pé rip hé riq ue . En ré p o nse  à  une  lé sio n ne rve use , le s c e llule s mic ro g lia le s so nt 

le s pre miè re s c e llule s à  ê tre  re c ruté e s (Ta ng a  e t a l., 2004) e t re ste nt a c tive s p e nda nt 

p lusie urs se ma ine s. De  p lus, c e t é ta t d ’ a c tiva tio n se  tra d uit p a r la  synthè se  e t la  

lib é ra tio n d e  c yto kine s p ro -infla mma to ire s (Re n a nd  Dub ne r, 2008). En c o nd itio n de  

d o ule ur ne uro p a thiq ue , une  a c tiva tio n mic ro g lia le  sp ina le  a  é té  o b se rvé e  (Swe itze r 

e t a l., 2001; Ishika wa  e t a l., 2013) e t d a ns c e rta ins c a s, c e lle -c i e st a sso c ié e  à  une  

('!$G%!$((.,1)+')CAB )(Ha o  e t a l., 2007; Zhe ng  e t a l., 2011). En o utre , l’ a d ministra tio n 

intra thé c a le  de  mino c yc line  (inhib ite ur mic ro g lia l) b lo q ue  l’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  

e t c e t e ffe t e st c o rré lé  à  une  b a isse  de  l’ e xpre ssio n du TNF  (Le d e b o e r e t a l., 2005). 

L’ a c tiva tio n d e  la  vo ie  p 38 de s MAPK se mb le  ê tre  un é lé me nt pré po nd é ra nt d a ns le  

d é ve lo pp e me nt d e  la  d o ule ur ne uro pa thiq ue  (Le ung  a nd  Ca hill, 2010). Une  

a ug me nta tio n d ’ e xp re ssio n d e  la  fo rme  p ho spho rylé e  d e  p 38 e t du TNF  e st 

d é te c té e  d a ns la  mo e lle  é p iniè re  d ’ a nima ux ne uro p a thiq ue s 2 se ma ine s a prè s la  

c hirurg ie  (Xu e t a l., 2007). De  p lus, l’ a d ministra tio n d ’ a nta g o niste s d u TNFRI inhib e  

l’ a c tivité  mic ro g lia le  e t so ula g e  l’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  (Xu e t a l., 2007), 

mé c a nisme  q ui se mb le  ê tre  d é p e nda nt d e  l’ a c tiva tio n d e  la  vo ie  p 38 d e s MAPK 

(Ha o  e t a l., 2007).  

iii. CAB )$&)a c tivité  syna p tiq ue

Da ns un mo d è le  d e  lig a ture  du ne rf sc ia tiq ue , une  é tud e  a  mis e n é vid e nc e  q ue  

l’ a pp lic a tio n e xo g è ne  d e  TNF  ind uit une  p o te ntia lisa tio n à  lo ng  te rme  (LTP) d e s 

fib re s C  d a ns la  c o rne  d o rsa l de  la  mo e lle  é p iniè re , e t c e t e ffe t e st b lo q ué  p a r 

l’ a d ministra tio n de  PDTC (Pyrro lid ine  d ithio c a rb a ma te ) c o nnu p o ur ê tre  un inhib ite ur 

d e  la  vo ie  NF-kB (Liu e t a l., 2007b ). Pa r a ille urs, le  TNF  se mb le  c a p a b le  d ’ a g ir 

lo c a le me nt sur le s ne uro ne s de  la  c o rne  d o rsa le  d e  la  mo e lle  é p iniè re . En e ffe t, d e  

p a rt so n e ffe t sur l’ a c tivité  é le c triq ue  de s inte rne uro ne s GABAe rg iq ue  (Zha ng  a nd  

Do ug he rty, 2013), le  TNF  p e ut pa rtic ipe r à  la  mise  e n p la c e  d ’ une  « d é sinhib itio n 

sp ina le  » a b o utissa nt à  une  hyp e re xc ita b ilité  ne uro na le  (Wo o lf a nd  Ma nnio n, 1999).  

b . QG%!$((.,1)$&)!R-$)+')CAB )0')1.I$0')('%!0(%.10-

Da ns un mo d è le  d e  do ule ur ne uro p a thiq ue  p é riphé riq ue  p a r c o nstric tio n d u ne rf 

(#.0&.2'$7) '1$) 0'J/$1&0&.,1) +$) -?$G%!$((.,1) +') CAB ) 0) "&") ,>($!I"$) +01()
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l’ hip p o c a mp e  (Ig na to wski e t a l., 1999; Co ve y e t a l., 2000), le  lo c us c œ rule us (Co ve y 

e t a l., 2000; Co ve y e t a l., 2002) e t le  no ya u ro ug e  (Li e t a l., 2008). Le  b lo c a g e  

%@0!/0#,-,J.2'$) +$) -?0#&.,1) +') CAB ) +01() -?@.%%,#0/%$) $&) -$) 1,:0') !,'J$)

se mb le  ind uire  un e ffe t a na lg é siq ue  (Ig na to wski e t a l., 1999; Li e t a l., 2008). Da ns un 

mo d è le  d e  ne uro p a thie  trig é mina le , le s a ute urs o nt d é mo ntré  une  sure xp re ssio n d u 

CAB )+01() -$()0(&!,#:&$()+' b ulb e  ro stro -ve ntra l (RVM), a ug me nta tio n b lo q ué e  pa r 

l’ inje c tio n lo c a le  d ’ un inhib ite ur d e  l’ a c tivité  g lia le . De  p lus, l’ a dministra tio n intra -RVM 

+$)CAB ) .1+'.&)'1)#,/%,!&$/$1&)+?0--,+:1.$)/"#01.2'$)-.")S) -?0#&.I0&.,1)+')CABTD)

e t une  mo d ula tio n d e  la  tra nsmissio n g luta mine rg iq ue  (We i e t a l., 2008). Pa r 

#,1("2'$1&7) .-) ($/>-$!0.&) 2'$) -0) -.>"!0&.,1) +$) CAB ) %0!) -$() 0(&!,#:&$() /,+'-$)

l’ a c tivité  d e s ré c e p te urs NMDA sup ra sp ina ux, p a rtic ipa nt a insi à  l’ é ta b lisse me nt e t 

a u ma intie n de  la  d o ule ur ne uro pa thiq ue  (Fig ure  I-5). 

C . TNF* e t tra ite me nt de  la  doule ur ne uropa thique  

1. Effe t a nti-'()*$%;&,$35+13#8#,3$.+5$le s a ntidé pre sse urs

Le s a ntidé p re sse urs c o nstitue nt la  p re miè re  lig ne  d e  tra ite me nt d e  la  d o ule ur 

ne uro p a thiq ue  (Atta l e t a l., 2006). Un e ffe t a nti-CAB ) +?'1) &!0.&$/$1&) %0!) un ATC 

(a mitrip tyline ) a  dé jà  é té  mis e n é vid e nc e  d a ns un mo dè le  d e  d o ule ur infla mma to ire  

(Sa d e g hi e t a l., 2011). Da ns un mo d è le  d e  d o ule ur ne uro p a thiq ue , un tra ite me nt 

p ro lo ng é  p e nda nt 2 se ma ine s p a r un a ntidé p re sse ur té tra c yc liq ue , la  mirta za p ine , 

inhib e  la  synthè se  de  TNF , e t c e t e ffe t se mb le  lié  à  une  inhib itio n d e  la  vo ie  NF-HB 

(Zhu e t a l., 2008).  

2. Effe t a nti-'()*$d’un tra ite me nt pa r de s <2- ag oniste s

En c liniq ue , le s *2-a g o niste s so nt utilisé s p o ur le  tra ite me nt de  p a tho lo g ie s 

infla mma to ire s c o mme  l’ a sthme  e t le s BCPO (Bro nc ho -p ne umo p a thie  c hro niq ue  

o b struc tive ), e t ind iq ué s c he z la  fe mme  e nc e inte  lo rsq ue  le  risq ue  d ’ a c c o uc he me nt 

p ré ma turé  e st a vé ré .  

Lo rs d e  la  stimula tio n p a r le  LPS (Lip o p o lysa c c ha ride ), a g e nt infla mma to ire , d ’ une  

c ulture  d e  mo no c yte s, o n o b se rve  une  a ug me nta tio n de  la  synthè se  de  c yto kine s 

p ro -infla mma to ire s. Un c o -tra ite me nt pa r de s *2-a g o niste s (sa lmé té ro l, fo rmo té ro l) 

b lo q ue  l’ a ug me nta tio n d u TNF )  (Do nne lly e t a l., 2010; Ta na ka  e t a l., 2010) e t c e t 

e ffe t se mb le  dé pe nda nt d e  la  c o nc e ntra tio n intra c e llula ire  d ’ AMPc  (Ele nko v e t a l., 
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2000).  De  p lus, le  tra ite me nt d ’ une  c ulture  d e  mo no c yte s p a r un inhib ite ur de  

p ho spho d ie sté ra se  d e  typ e  4 (PDE4) a ug me nte  le s ta ux d ’ AMPc  e t d iminue  a ussi la  

synthè se  d e  TNF  induite  p a r le  LPS (Link e t a l., 2008). L’ a c tivité  a nti-CAB )+?'1 *2-

a g o niste , le  c le nb uté ro l, a  é g a le me nt é té  o b se rvé e  sur d e s c ulture s d ’ a stro c yte s, e t 

so n e ffe t e st p o te ntia lisé  p a r un inhib ite ur d e  PDE4 (Christia nse n e t a l., 2011).  

3. Effic ac ité  de s tra ite me nts a nti-TNF*

a . Tra ite me nt p a r l’ é ta ne rc e p t (Enb re l®)

Au nive a u pré c liniq ue , le s pre miè re s é tud e s ré a lisé e s à  la  fin de s a nné e s 90, o nt 

p o ur la  p lup a rt utilisé  d e s a ntic o rps d irig é s c o ntre  le  TNF  p o ur ne utra lise r so n 

a c tivité . Ce s d o nné e s o nt to ut d ’ a b o rd  d é mo ntré  q ue  l’ a dministra tio n p é ri-

o p é ra to ire  d ’ a g e nt a nti-TNF  so ula g e  l’ a llo d ynie  ne uro pa thiq ue  (So mme r e t a l., 

1998; Lind e nla ub  e t a l., 2000). L’ é ta ne rc e p t, p ro té ine  de  fusio n a sso c ia nt le  

ré c e p te ur p 75 e t un fra g me nt c o nsta nt de  l’ immuno g lo b uline , e st une  mo lé c ule  

p ré se nta nt une  AMM d a ns le  tra ite me nt d e  la  p o lya rthrite  rhuma to ïd e . Au nive a u 

c liniq ue , d e s é tud e s c o ntrô lé e s ra nd o misé e s e n d o ub le -a ve ug le  c o ntre  p la c e b o  o nt 

d é mo ntré  l’ e ffe t thé ra p e utiq ue  d ’ une  a dministra tio n systé miq ue  (Ge ne va y e t a l., 

2004) o u lo c a le  (Co he n e t a l., 2009) d ’ é ta ne rc e p t c he z d e s p a tie nts a tte ints de  

sc ia ta lg ie s.  

b . Tra ite me nt p a r l’ inflixima b  (Re mic a d e ®)

L’ inflixima b  e st ind iq ué  d a ns le  tra ite me nt d e  la  p o lya rthrite  rhuma to ïde  e t d e  la  

ma la d ie  d e  Cro hn. C ’ e st un a ntic o rps mo no c lo na l c himé riq ue  (huma in-murin) 

c a p a b le  de  se  fixe r à  la  fo rme  so lub le  e t me mb r010.!$)+')CAB )$&)0.1(.)+?.1@.>$! so n 

a c tivité . L’ a d ministra tio n d ’ inflixima b  supp rime  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  d a ns un 

mo d è le  d e  ne uro pa thie  d ia b é tiq ue  e t c e t e ffe t e st a sso c ié  à  une  d iminutio n d e  

l’ e xpre ssio n d u TNF  da ns le s DRG (Ya ma ka wa  e t a l., 2011). Une  é tud e  p ilo te  me né e  

sur 10 pa tie nts a tte ints d e  sc ia ta lg ie s dé mo ntre  q u’ une  a d ministra tio n systé miq ue  

d ’ inflixima b  so ula g e  sig nific a tive me nt le s p a tie nts (Ka rp p ine n e t a l., 2003) e t l’ e ffe t 

re ste  p ré se nt jusq u'à  1 a n a p rè s le  d é b ut d u tra ite me nt (Ko rho ne n e t a l., 2004).   
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c . Le s inhib ite urs g lia ux : rô le  d e s pho sp ho d ie sté ra se s ?

La  p ro p e nto fyllline  e st une  mé thylxa nthine  c o nnue  p o ur a vo ir un e ffe t inhib ite ur 

sur le s c e llule s g lia le s e t mo d ula te ur de  l’ a c tivité  d e s pho spho d ie sté ra se s. So n e ffe t 

a nti-TNF  a  to ut d ’ a b o rd  é té  mis e n é vide nc e  in vitro  sur de s c ulture s d e  c e llule s 

g lia le s (Si e t a l., 1998) p uis in vivo  da ns p lusie urs mo dè le s de  d o ule urs ne uro pa thiq ue s 

(Swe itze r e t a l., 2001). L’ AV411, c o nnu so us le  no m d ’ ib ud ila st, e st un inhib ite ur no n-

sé le c tif de  p ho sp ho d ie sté ra se s d é ve lo ppé  à  l’ o rig ine  p o ur le  tra ite me nt de  

p a tho lo g ie s re sp ira to ire s. Le s d o nné e s p ré c liniq ue s dé mo ntre nt q ue  l’ ib ud ila st e st 

c a p a b le  de  d iminue r l’ a c tivité  g lia le  e t la  synthè se  de  c yto kine s pro -infla mma to ire s 

so us-te nda nt l’ a pp a ritio n d e  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  da ns un mo d è le  de  d o ule ur 

ne uro p a thiq ue  (Le d e b o e r e t a l., 2006).  
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V. Rôle  de s phosphodie sté ra se s da ns le  tra ite me nt de  la  doule ur 

A. Nome nc lature , struc ture  e t distribution de s phosphodie sté ra se s 

La  sig na lisa tio n intra c e llula ire  lié e  a ux nuc lé o tid e s c yc liq ue s fa it ré fé re nc e  à  

l’ a c tiva tio n e t la  synthè se  d ’ a dé no sine  mo no p ho spha te  c yc liq ue  (AMPc ) e t d e  

g ua no sine  mo no p ho sp ha te  c yc liq ue  (GMPc ). Ce s mo lé c ule s jo ue nt le  rô le  de  

me ssa g e rs intra c e llula ire s e t a c tive nt un no mb re  imp o rta nt d ’ e ffe c te urs se c o nd a ire s 

re sp o nsa b le s de  la  tra nsd uc tio n d e  l’ info rma tio n. Pa rmi c e s e ffe c te urs o n re tro uve  le s 

p ro té ine s kina se s A (PKA) e t G  (PKG ) d ire c te me nt a c tivé e s pa r l’ AMPc  e t le  GMPc , 

le s c a na ux io niq ue s a c tivé s pa r le s nuc lé o tid e s c yc liq ue s (c yc lic -nuc le o tid e  g a te d  

io n c ha nne l-CNG), le s p ro té ine s d ’ é c ha ng e  a c tivé e s p a r l’ AMPc  (EPAC1 e t EPAC2) 

e t e nfin d e s e nzyme s d e  la  fa mille  de s p ho sp ho d ie sté ra se s (PDE) c o nte na nt un site  

d e  lia iso n d e s nuc lé o tid e s c yc liq ue s. 

1. Nome nc la ture

En 1958, un g ro up e  de  c he rc he urs me t e n é vide nc e  une  a c tivité  e nzyma tiq ue  

re sp o nsa b le  de  l’ hyd ro lyse  d e  la  lia iso n p ho sp ho d ie ste r  3’ 5’  d e  l’ AMPc  fo rma nt le  

5 ‘ AMP e t tra d uisa nt l’ a c tivité  d e s p ho sp ho d ie sté ra se s (Ra ll a nd  Suthe rla nd , 1958). La  

fa mille  de s p ho sp ho d ie sté ra se s (PDE) d e  nuc lé o tide s c yc liq ue s c o mp o rte  11 

me mb re s (PDE1-11). Ils se  d isting ue nt p a r le urs fo nc tio ns c e llula ire s, le urs struc ture s 

p rima ire s, le ur a ffinité  p o ur l’ AMPc  o u le  GMPc  a insi q ue  pa r le urs pro p rié té s 

c a ta lytiq ue s (Co nti a nd  Be a vo , 2007). La  ma jo rité  d e s fa mille s d e  PDE p e uve nt 

c o nte nir p lusie urs iso fo rme s c o d é e s p a r d e s g è ne s d iffé re nts, g é né ra nt a insi p lus d e  

100 iso e nzyme s p a r de s mé c a nisme s d ’ é p issa g e s a lte rna tifs. La  d ive rsité  d e s PDE a  

inc ité  la  mise  e n p la c e  d ’ une  no me nc la ture  uniq ue  p o uva nt ê tre  utilisé e  p a r 

l’ e nse mb le  de  la  c o mmuna uté  sc ie ntifiq ue . Ainsi, si no us pre no ns l’ e xe mp le  d e  la  

PDE4B2, o n la  d é finira  c o mme  a p pa rte na nt à  la  fa mille  de s PDE d e  typ e  4, c o dé e  

p a r le  g è ne  B e t p ro ve na nt d u va ria nt d ’ é p issa g e  numé ro  2 (Lug nie r, 2006). 

Ce rta ine s PDE hyd ro lyse nt sé le c tive me nt l’ AMPc  (PDE4, PDE7 e t PDE8) o u le  GMPc  

(PDE5, PDE6 e t PDE9) e t d ’ a utre s pe uve nt a vo ir une  a ffinité  p o ur le s de ux (PDE1, 

PDE2, PDE3, PDE10 e t PDE11) (Fra nc is e t a l., 2011). 
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2. Struc ture  e t distribution de s phosphodie sté ra se s

a . Struc ture  de s p ho spho d ie sté ra se s

Le s d iffé re nte s fa mille s de  PDE p ré se nte nt une  b a se  struc tura le  c o mmune  

c o nte na nt un d o ma ine  c a ta lytiq ue  sur sa  p a rtie  C-te rmina le  e t un d o ma ine  

ré g ula te ur d u c ô té  N-te rmina l (Lug nie r, 2006). Le  d o ma ine  c a ta lytiq ue  e st 

ha ute me nt c o nse rvé  e t le s ho mo lo g ie s d e  sé q ue nc e  e n a c ide s a miné s va rie nt d e  25 

à  51% e ntre  le s d iffé re nte s fa mille s d e  PDE (Fra nc is e t a l., 2011). Ce  d o ma ine  

re pré se nte  le  c œ ur d e  la  pro té ine . Il c o ntie nt une  sé q ue nc e  c o nse nsus q ui p e rme t la  

lia iso n de s c o fa c te urs (Zn2+ e t Mg 2+) ré g ula nt le s p ro p rié té s c iné tiq ue s d e  l’ e nzyme  

a insi q ue  la  se nsib ilité  a ux d iffé re nts inhib ite urs (Ke ra vis a nd  Lug nie r, 2012). La  ré g io n 

N-te rmina le  e st impliq ué e  d a ns la  ré g ula tio n du d o ma ine  c a ta lytiq ue  ma is 

é g a le me nt d a ns la  lo c a lisa tio n sub c e llula ire  d e s d iffé re nte s PDE (Ho usla y, 2010). Le s 

d o ma ine s GAF  ré g ule nt la  lia iso n a llo sté riq ue  d u GMPc  p o ur le s PDE2, PDE5 e t PDE6 

e t d e  l’ AMPc  p o ur la  PDE10. Ce  d o ma ine  jo ue  é g a le me nt un rô le  da ns le s 

c ha ng e me nts d e  c o nfo rma tio n d e  l’ e nzyme , rô le  a ssuré  p a r le s d o ma ine s UCR 

(Up stre a m Co nse rve d  Re g io n) p o ur le s PDE4. Enfin, o n y tro uve  de s site s de  

p ho spho ryla tio n pa r la  PKA o u le s MAPK, a insi q u’ un site  de  lia iso n d u c o mp le xe  

c a lc ium-c a lmo d uline  kina se  p o ur la  PDE1 (Fig ure  I-6).  

b . Distrib utio n d e s p ho sp ho d ie sté ra se s

D’ une  ma niè re  g é né ra le , le s PDE se  d istrib ue nt la rg e me nt da ns le  systè me  ne rve ux 

c e ntra l e t p é riphé riq ue  (La kic s e t a l., 2010). Le ur d iffé re nc e  struc tura le  c o nd itio nne  

une  lo c a lisa tio n sub c e llula ire  sp é c ifiq ue  à  c ha q ue  fa mille  d e  PDE. En e ffe t, de s 

é tud e s me né e s sur le  systè me  c a rd io -va sc ula ire  d é mo ntre nt q ue  le s PDE4 so nt 

p ré fé re ntie lle me nt a sso c ié e s a u sa rc o le mme  (Okruhlic o va  e t a l., 1996), le s PDE3 a u 

ré tic ulum sa rc o sp la smiq ue  (Lug nie r e t a l., 1993) e t le s PDE2 à  l’ a p p a re il d e  Go lg i 

(Ge o ffro y e t a l., 1999). Bie n q u’ e lle s so ie nt d istrib ué e s d e  ma niè re  ub iq uita ire  no to ns 

q ue  c e rta ins typ e s c e llula ire s pe uve nt e xprime r une  se ule  fa mille  d e  PDE. Ce la  

c o nc e rne  no ta mme nt le s p ho to ré c e p te urs o ù la  PDE6 e st e xc lusive me nt e xprimé e  

d a ns le s c ô ne s e t le s b â to nne ts d e  la  ré tine , jo ua nt un rô le  p rimo rd ia l da ns 

l’ hyd ro lyse  d u GMPc  e t la  p ho to tra nsd uc tio n (Ke ra vis a nd  Lug nie r, 2012). 
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Figure I-6. Structure des 11 familles de phosphodiestérases (PDE). La famille de PDE est 

indiquée à droite de chaque structure et le chiffre entre parenthèses correspond au nombre de 

gènes composant chaque famille. Le domaine catalytique (en rouge) est localisé sur la partie 

C-terminale des PDE. Ce domaine est hautement conservé entre les différentes familles de 

PDE. Les protéines de liaison sont illustrées en jaune et les sites de phosphorylation sont 

marqués d�un cercle rouge. Liste d�abréviations: CamKII, Calcium/calmodulin-dependent 

protein kinase II; CaM, Calmodulin; cG, cGMP; ERK2, Extracellular signal-regulated kinase 2; 

 !"#$% &'()%*+,)*-.$'/012$'!3#$'-4+5.#$)467(86.45%)495:$4-%-;*54$:<%7-)4$*4):175%)*542$;=#$

'/0$=$1<9<:+*2$'>!#$'45*-+:$?+:)1-$!2$'>@#$'45*-+:$?+:)1-$@2$A&#$A4):1B-B94):-$.5B)+:$5C$

PDE3; UCR, Upstream conserved region. 

  ;       

(d�après Conti et al., 2007)
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B. Rôle  de s PDE da ns le  tra ite me nt de  la  doule ur. 

1. Inhibite urs non- sé le c tifs de  PDE e t tra ite me nt de  la  doule ur

a . Effic a c ité  de  l’ AV411 (Ib ud ila st)

L’ AV411, c o nnu so us le  no m d ’ ib ud ila st, e st une  mo lé c ule  utilisé e  e n Asie  p o ur le  

tra ite me nt de  l’ a sthme , d u fa it de  se s p ro prié té s a nti-infla mma to ire s e t va so -

re la xa nte s. Ce tte  mo lé c ule  e st c o nsidé ré e  c o mme  un inhib ite ur no n sé le c tif de  PDE, 

b ie n q ue  se s p ro p rié té s p ha rma c o lo g iq ue s sug g è re nt une  fo rte  a ffinité  p o ur PDE3 e t 

PDE4 (Suzumura  e t a l., 1999; Gib so n e t a l., 2006). L’ e ffic a c ité  d ’ un tra ite me nt 

p ro lo ng é  p a r l’ ib ud ila st a  é té  dé mo ntré e  d a ns 3 mo d è le s d iffé re nts d e  d o ule ur 

ne uro p a thiq ue  d ’ o rig ine  tra uma tiq ue  o u c a nc é re use  (Le d e b o e r e t a l., 2006). Le s 

d o nné e s in vitro  sug g è re nt q ue  c e t e ffe t e st lié  à  une  inhib itio n de  la  synthè se  d u 

TNF  e t d e  MCP-1 p a r le s c e llule s mic ro g lia le s (Le d e b o e r e t a l., 2006). Une  é tude  

me né e  c he z de s vo lo nta ire s sa ins d é mo ntre  q u’ un tra ite me nt à  l’ ib ud ila st d ’ une  

d uré e  de  14 jo urs e st b ie n to lé ré  c he z le s pa tie nts e t le s e ffe ts indé sira b le s se mb le nt 

p e u fré q ue nts (Ro la n e t a l., 2008). Ce s ré sulta ts e nc o ura g e a nts d o ive nt ma inte na nt 

ê tre  c o nfirmé s pa r l’ é va lua tio n c liniq ue  de  l’ ib ud ila st c he z d e s p a tie nts a tte ints de  

d o ule ur ne uro pa thiq ue . 

b . Effic a c ité  de s mé thylxa nthine s

La  p ro pe nto fylline  (PPF) e t la  p e nto xifylline  (PTX) a p p a rtie nne nt à  la  fa mille  d e s 

mé thylxa nthine s c o nnue s p o ur le urs p ro prié té s mo d ula tric e s de  l’ a c tivité  g lia le , a insi 

q ue  p o ur le ur c a p a c ité  à  inhib e r l’ a c tivité  d e s PDE (Swe itze r a nd  De  Le o , 2011)). 

Da ns un mo d è le  d e  d o ule ur infla mma to ire  ind uit p a r l’ inje c tio n d e  fo rma line , 

l’ a d ministra tio n lo c a le  d e  PTX e t de  PPF ré duit le s symp tô me s d o ulo ure ux, e ffe t q ui 

se mb le  c o rré lé  à  une  d iminutio n d e  la  synthè se  de  TNF !(Do ra zil-Dud zik e t a l., 2004). 

Da ns un mo d è le  de  d o ule ur ne uro p a thiq ue  l’ a d ministra tio n systé miq ue  e t 

intra thé c a le  de  PPF a tté nue  l’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  e t c e t e ffe t c o ïnc ide  a ve c  

une  d iminutio n de  l’ a c tivité  mic ro g lia le  d a ns la  mo e lle  é p iniè re  (Swe itze r e t a l., 2001; 

Ta wfik e t a l., 2007). Le s ré sulta ts o b te nus a ve c  la  PTX se mb le nt a lle r d a ns le  mê me  

se ns. En e ffe t, d a ns un mo d è le  d e  lig a ture  de s ne rfs sp ina ux, un tra ite me nt p ro lo ng é  

p a r le  PTX a tté nue  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  e t l’ hyp e ra lg é sie  the rmiq ue  e t c e t e ffe t e st 

lié  à  une  d iminutio n d e  l’ e xp re ssio n d u fa c te ur d e  tra nsc rip tio n NF-kB (Liu e t a l., 
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2007a ). Enfin, une  é tud e  d e  c a s me né e  fin d e s a nné e s 80 a va it d é jà  d é mo ntré  

l’ e ffic a c ité  d ’ un tra ite me nt p a r la  PTX c he z un p a tie nt a tte int d e  d o ule ur 

ne uro p a thiq ue  d ’ o rig ine  d ia b é tiq ue  (Ka lma nso hn e t a l., 1988).  

La  ma jo rité  de s d o nné e s de  la  litté ra ture  c o nc e rna nt le  rô le  de s PDE d a ns le  

tra ite me nt d e  la  d o ule ur se  so nt fo c a lisé e s sur le s PDEs de  type  4 e t 5 (PDE4 e t PDE5). 

Po ur la  p lupa rt de s é tud e s, le  rô le  re spe c tif de s PDE4 e t PDE5 a  é té  é tud ié  e n utilisa nt 

d e s inhib ite urs sé le c tifs d e  c e s e nzyme s. En e ffe t, le  sild é na fil (iPDE5) e t le  ro lip ra m 

(iPDE4) c o nstitue nt le s mo lé c ule s de  ré fé re nc e  utilisé e s d a ns le  d o ma ine  de  la  

re c he rc he  pré c liniq ue  sur la  d o ule ur. Da ns la  suite  d u p ro p o s, no us tra ite ro ns d a ns un 

p re mie r te mp s d u rô le  d e s PDE5 da ns le  tra ite me nt de  la  d o ule ur infla mma to ire  e t 

ne uro p a thiq ue , p uis no us é vo q ue ro ns le  rô le  d e  la  PDE4 e t d e  la  sig na lisa tio n AMPc  

d a ns le  tra ite me nt d e  c e s d o ule urs. 

2. Rôle  de s PDE5 da ns le  tra ite me nt de  la  doule ur

a . Mo no xyd e  d ’ a zo te , PDE5 e t GMP c yc liq ue

Le  mo no xyd e  d ’ a zo te  (NO ) e st un c o mp o sé  ra d ic a la ire  e t un ne uro mé d ia te ur 

g a ze ux d iffusa nt lib re me nt à  tra ve rs le s me mb ra ne s c e llula ire s (Me lle r a nd  Ge b ha rt, 

1993). Il p o ssè d e  une  d e mi-vie  d e  q ue lq ue s se c o nd e s e t so n a c tio n e st limité e  sur la  

d ista nc e  q u’ il pe ut pa rc o urir d ura nt c e  la p s d e  te mps. Le  NO e st synthé tisé  à  p a rtir 

d e  L-a rg inine  p a r 3 typ e s d e  NO syntha se s (NOS), re g ro upa nt la  NOS ne uro na le  

(nNOS) e t e nd o thé lia le  (e NOS), q ui so nt d é pe nd a nte s d u c o mp le xe  c a lc ium-

c a lmo d uline , e t la  NOS ind uc tib le  (iNOS) fa ib le me nt e xprimé e  e n c o nd itio n no rma le  

e t indé pe nd a nte  d u c a lc ium intra c e llula ire . L’ a ug me nta tio n de  la  synthè se  de  

GMPc  intra c e llula ire  ré sulte  d e  l’ a c tiva tio n d e  la  g ua nyla te  c yc la se  so lub le  (GC S) p a r 

le  NO (Me lle r a nd  Ge b ha rt, 1993). Le  g ua no sine  mo no p ho sp ha te  c yc liq ue  (G MPc ) 

p ro d uit e st e nsuite  hyd ro lysé  p a r le s PDE-GMPc  d é p e nd a nte s e n 5’ GMP. Au nive a u 

c e llula ire  le s PDE6, PDE9 e t PDE5 hyd ro lyse nt sé le c tive me nt le  GMPc  (Be a vo , 1995). 

b . Inhib ite urs de  PDE5 e t d o ule ur infla mma to ire

La  ma jo rité  de s é tude s ré a lisé e s sur d e s mo d è le s d e  d o ule ur a ig uë  o u c hro niq ue  

o nt utilisé  le  sildé na fil (Via g ra ®), c o nnu p o ur ê tre  un inhib ite ur sé le c tif de  la  PDE5 

(Turko  e t a l., 1999). So n e ffe t a ntino c ic e p tif a  é té  mis e n é vid e nc e  da ns de s mo dè le s 

d e  d o ule urs infla mma to ire s so ma tiq ue s (Ja in e t a l., 2001; Ara iza -Sa ld a na  e t a l., 2005) 

50



e t visc é ra le s (Va le  e t a l., 2007; Be ze rra  e t a l., 2008). En e ffe t, l’ inje c tio n systé miq ue  de  

sild é na fil a tté nue  l’ hype ra lg é sie  the rmiq ue  ind uite  pa r l’ a d ministra tio n intra p la nta ire  

d e  c a rra g é nine  e t c e t e ffe t se mb le  d é pe nda nt d e  l’ a c tiva tio n d e  la  vo ie  NO-GMPc  

(Ja in e t a l., 2001; Pa til e t a l., 2004). D’ a utre s é tud e s o nt e nsuite  mis e n é vid e nc e  

l’ e ffe t a ntino c ic e p tif d ’ une  a d ministra tio n intra thé c a le  (Ara iza -Sa lda na  e t a l., 2005) 

e t intra p la nta ire  (Amb riz-Tututi e t a l., 2005) d e  sild é na fil. Que  c e  so it a u nive a u d u 

systè me  ne rve ux c e ntra l o u pé rip hé riq ue ,  il se mb le  q ue  l’ e ffe t a ntino c ic e p tif du 

sild é na fil né c e ssite  le  re c rute me nt de  la  vo ie  NO-GMPc  a insi q ue  l’ a c tiva tio n de  

c a na ux p o ta ssium d é p e nda nts de  l’ ATP (Amb riz-Tututi e t a l., 2005). No to ns to ute fo is 

q u’ une  a d ministra tio n d e  8-b ro mo  GMPc  (a na lo g ue  no n hydro lysa b le  d u GMPc ) 

p e ut ind uire  de s e ffe ts a nti- o u p ro -no c ic e p tifs e n fo nc tio n d e s d o se s utilisé e s 

(Te g e d e r e t a l., 2002).  

c . Inhib ite urs!"#!PDE5 e t d o ule ur ne uro p a thiq ue

En 2010, une  é tude  d e  Hua ng  e t a l, dé mo ntre  q ue  l’ a d ministra tio n a ig uë  

systé miq ue  de  sildé na fil b lo q ue  l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  d a ns une  mo d è le  d e  lig a ture  

d e s ne rfs sp ina ux, e ffe t q ui s’ a vè re  ê tre  d é pe nd a nt d e  l’ a c tiva tio n d e s ré c e p te urs 

G ABAa  e t G ABAb  (Hua ng  e t a l., 2010a ). Da ns un mo d è le  d e  ne uro p a thie  

d ia b é tiq ue , le s a ute urs o nt mis e n é vid e nc e  une  sure xp re ssio n de  la  PDE5 d a ns le s 

c e llule s d e  Sc hwa nn a sso c ié e  à  une  d iminutio n de  l’ e xpre ssio n d e  la  PKG. Un 

tra ite me nt p ro lo ng é  pa r le  sildé na fil so ula g e  l’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  e t c e t e ffe t 

e st c o rré lé  à  la  d iminutio n d ’ a c tivité  de  la  PDE5 d a ns le  DRG (Wa ng  e t a l., 2011a ). A 

l’ inve rse , une  a utre  é tud e  d é mo ntre  q ue  l’ a d ministra tio n intra thé c a le  d ’ une  fo rte  

d o se  d e  sild é na fil a g g ra ve  le s sig ne s d ’ hyp e ra lg é sie  o b se rvé s c he z le s a nima ux 

ne uro p a thiq ue s. Pa r a ille urs, d a ns c e tte  mê me  é tud e , un pré tra ite me nt p a r d e s 

inhib ite urs d e  GCs e t d e  NOS b lo q ue  l’ e ffe t p ro -a lg iq ue  d u sild é na fil, sug g é ra nt une  

implic a tio n d e  la  vo ie  NO-GMPc  (Pa til e t a l., 2006).  

d . La  vo ie  NO-GMPc  : d o ule ur e t a na lg é sie

Le  NO jo ue  un rô le  p ré p o nd é ra nt da ns la  mo d ula tio n e t la  tra nsmissio n d e  

l’ info rma tio n no c ic e p tive . Da ns le  systè me  ne rve ux c e ntra l e t p é riphé riq ue , d e  

no mb re use s d o nné e s sug g è re nt q ue  l’ a d ministra tio n d ’ inhib ite urs de  NOS a tté nue  le s 

symp tô me s d o ulo ure ux d a ns d e s mo dè le s de  d o ule urs infla mma to ire  e t 

ne uro p a thiq ue  (Me lle r e t a l., 1992; Yo o n e t a l., 1998; Cha c ur e t a l., 2010). De  p lus, 
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l’ a d ministra tio n de  do nne urs d e  NO o u d ’ a na lo g ue s d u GMPc  p ro vo q ue  d e s 

c o mp o rte me nts d ’ hype ra lg é sie  c he z le s a nima ux (Kitto  e t a l., 1992; Ma c he lska  e t a l., 

1998; Na ik e t a l., 2006; So ng  e t a l., 2006). Né a nmo ins, d e  p lus e n p lus d ’ é tud e s 

ré vè le nt q ue  le  NO p o urra it a vo ir de s p ro p rié té s a nti-no c ic e p tive s. En e ffe t, d e s 

d o nné e s sug g è re nt l’ imp lic a tio n de  la  vo ie  NO-GMPc  da ns l’ e ffe t a na lg é siq ue  

d ’ a g o niste s d e s MOR, DOR e t KOR (Gra na do s-So to  e t a l., 1997; No za ki-Ta g uc hi a nd  

Ya ma mo to , 1998; Ama ra nte  a nd  Dua rte , 2002), d e s g a b a p e ntino ïd e s,  a insi q ue  de s 

inhib ite urs d e  PDE (Mixc o a tl-Ze c ua tl e t a l., 2000; Va le  e t a l., 2007). Au vu de s d o nné e s 

p ré se nté e s ic i, il pa ra it é vid e nt q ue  le  NO p o ssè d e  une  d o ub le  a c tio n d a ns la  

mo d ula tio n e t la  tra nsmissio n de  l’ info rma tio n no c ic e p tive . Ce tte  a c tivité  p ro  o u a nti-

no c ic e p tive  d u NO se ra it d é p e nda nte  d u stimulus no c ic e p tif te sté  (mé c a niq ue  o u 

the rmiq ue ) (Anb a r a nd  Gra tt, 1997; So usa  a nd  Pra d o , 2001) ma is é g a le me nt de  la  

d o se  utilisé e  (So usa  a nd  Pra d o , 2001; Pra d o  e t a l., 2002). Enfin, le s d o nné e s 

mo lé c ula ire s sug g è re nt q ue  l’ e ffe t a nti-no c ic e p tif d ’ un a na lo g ue  d u GMPc  se ra it 

ind é p e nd a nt de  l’ a c tiva tio n d e  la  p ro té ine  kina se  G . A l’ inve rse , l’ a d ministra tio n 

lo c a le  d e  fo rte s d o se s d e  GMPc  c o nduit à  une  a c tiva tio n d e  la  PKG p hé no mè ne  

se mb la nt c o rré lé  à  l’ a p p a ritio n d e  l’ hyp e ra lg é sie  (Sc hmid tko  e t a l., 2009). 

e . IPDE5 e t systè me  o p io ïd e rg iq ue

En 1976, une  p re miè re  é tud e  in vitro  d é mo ntre  q ue  l’ a p p lic a tio n e xo g è ne  de  

mo rp hine  induit une  a ug me nta tio n d e  la  pro d uc tio n de  GMPc  d a ns le s ne uro ne s du 

stria tum (Minne ma n a nd  Ive rse n, 1976). Le s é tud e s me né e s in vivo  o nt c o nfirmé  c e tte  

o b se rva tio n. En e ffe t, l’ a c tio n a na lg é siq ue  de  la  mo rp hine  né c e ssite  le  re c rute me nt 

d e  la  vo ie  NO-GMP e t c e la  a  p u ê tre  o b se rvé  e n c o nd itio n no rma le  (Fe rre ira  e t a l., 

1991) e t p a tho lo g iq ue  (He rve ra  e t a l., 2011). Pa r a ille urs, l’ e ffe t a na lg é siq ue  d ’ un 

a g o niste  DOR e t KOR se mb le  é g a le me nt dé p e nd a nt d e  la  p ro duc tio n d e  GMPc  

(No za ki-Ta g uc hi a nd  Ya ma mo to , 1998; Ama ra nte  a nd  Dua rte , 2002). En o utre , d e s 

d o nné e s sug g è re nt q ue  la  stimula tio n d e  la  vo ie  NO-GMPc  p o te ntia lise  l’ e ffe t 

a na lg é siq ue  de  la  mo rp hine   (Pa ta ki a nd  Te le g d y, 1998; Mixc o a tl-Ze c ua tl e t a l., 

2000), p hé no mè ne  q ui p o urra it s’ e xp liq ue r pa r une  lib é ra tio n d e  pe p tid e s o p io ïd e s. 

Enfin, il se mb le ra it q ue  l’ e ffe t a ntino c ic e p tif d ’ un iPDE5 so it d é p e nda nt de  

l’ a c tiva tio n d e s DOR e t d e s MOR ma is p a s de s KOR (Yo o n e t a l., 2008a ). Au vu d e s 

d o nné e s p ré se nté e s, l’ e xiste nc e  d ’ un lie n e ntre  la  vo ie  NO-GMPc  e t le  systè me  

o p io ïd e rg iq ue  ne  fa it p lus de  d o ute  e t la  c o mmunic a tio n e ntre  le s de ux systè me s 
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se mb le  ê tre  b i-d ire c tio nne lle . En e ffe t, si l’ a c tio n a na lg é siq ue  de  la  mo rp hine  e st 

d é pe nd a nte  d e  la  p ro d uc tio n intra c e llula ire  d e  NO, d e s d o nné e s te nd e nt à  mo ntre r 

q ue  l’ e ffe t a na lg é siq ue  lié  à  la  stimula tio n d e  la  vo ie  NO-GMPc  né c e ssite  le  

re c rute me nt d e s ré c e p te urs d e s o p io ïde s (C ury e t a l., 2011). 

3. Rôle  de s PDE4 da ns le  tra ite me nt de  la  doule ur

i. Struc ture  d e s PDE4

Le s PDE4 so nt é g a le me nt a pp e lé e s PDE sé le c tive s d e  l’ AMPc  e t so nt 

p rinc ipa le me nt p ré se nte s d a ns le  systè me  ne rve ux, le s c e llule s immunita ire s e t le  

systè me  c a rd io va sc ula ire . Le s PDE4 so nt inse nsib le s a u GMPc  e t hyd ro lyse nt 

sé le c tive me nt l’ AMPc  (Ki = 2-4 µM) (Lug nie r e t a l., 1986). Le s PDE4 so nt c o dé e s p a r 4 

g è ne s indé pe nd a nts A, B, C  e t D g é né ra nt p lus d ’ une  ving ta ine  d ’ iso fo rme s 

d iffé re nte s pa r de s mé c a nisme s d ’ é p issa g e s a lte rna tifs (Lug nie r, 2006). Au nive a u N-

te rmina l, o n tro uve  de s d o ma ine s c a ra c té ristiq ue s d e s PDE4 a pp e lé s « Up stre a m 

Co nse rve d  Re g io ns o u UCR ». Pa rmi c e s d iffé re nte s iso fo rme s, o n p e ut d isting ue r le s 

fo rme s « lo ng ue s », c o nte na nt à  la  fo is le s d o ma ine s UCR1 e t UCR2, le s fo rme s 

« c o urte s », c o nte na nt uniq ue me nt un d o ma ine  UCR2, e t le s fo rme s « sup e r c o urte s » 

c o nte na nt se ule me nt une  p a rtie  d e  UCR2 (fo rme  tro nq ué e ). Le s d o ma ine s UCR 

c o ntie nne nt d e s site s d e  p ho spho ryla tio n pa r le s PKA e t le s MAPK jo ua nt un rô le  

p rimo rd ia l da ns l’ a c tivité  d e  l’ e nzyme . De  p lus, d a ns le  c a s d ’ un va ria nt d ’ é p issa g e  

d it d e  fo rme  « lo ng ue  » le s d o ma ine s UCR1 e t UCR2 so nt imp liq ué s da ns la  

d imé risa tio n d e  l’ e nzyme , mé c a nisme  dé p e nd a nt d e  la  pho sp ho ryla tio n p a r la  PKA 

(Ric hte r a nd  Co nti, 2004) (Fig ure  I- 7). 

ii. Distrib utio n d e s PDE4

Une  é tude  ré c e nte  a  p o rté  sur l’ e xp re ssio n de  18 d e s iso fo rme s d iffé re nte s de  PDE 

e n utilisa nt une  a p p ro c he  d e  PCR q ua ntita tive  (La kic s e t a l., 2010). La  PDE4B e st le  

so us-typ e  le  p lus e xp rimé  d a ns le  systè me  ne rve ux c e ntra l. En e ffe t, c e lle -c i e st 

fo rte me nt e xp rimé e  a u nive a u sp ina l e t supra sp ina l (hyp o tha la mus, c e rve le t, 

tha la mus e t sub sta nc e  no ire ). La  PDE4D e st 10 fo is mo ins e xprimé e  q ue  la  PDE4B 

d a ns le  systè me  ne rve ux. So n e xpre ssio n e st ma jo rita ire me nt lo c a lisé e  da ns le s 

$% &'()*')(#+!",-'(,.)',/0!#'!*/12$(',1#0'$3,-$',/0!")!-,40$3!567*
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exon 

N-term.
UCR1 UCR2 Domaine 

catalytique

C-term.

Isoforme super courte

Isoforme courte

Isoforme longue

PDE4A : 6 isoformes

PDE4B : 5 isoformes

PDE4C : 3 isoformes

PDE4D : 11 isoformes

Figure I-7. Structure des différentes isoformes de PDE4. Quatre gènes codent pour 4 

sous-types différents de PDE4 que l�on nomme PDE4A, B, C et D. Chacune des isoformes 

contient un domaine catalytique (en violet) nécessaire à l�activité enzymatique et contient 

également le site d�action des inhibiteurs pharmacologiques. On dénombre 25 isoenzymes 

différentes qui sont dites de formes super courtes, courtes ou longues. La différence se situe 

dans les domaines UCR indispensables à la dimérisation de l�enzyme in vivo. En effet, les 

formes super courtes possèdent une région UCR2 tronquée (en bleu), les formes courtes 

contiennent une région UCR2 complète alors que les formes longues possèdent une région 

UCR1 et UCR2 (en gris). Liste d�abréviations : C-term, C-terminal region; N-term, N-terminal 

region; UCR, upstream conserved region 1 et 2.
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struc ture s p é rip hé riq ue s, c o mme  la  g la nde  thyro ïde , le  c œ ur, le s p o umo ns o u le  fo ie . 

D’ une  ma niè re  g é né ra le , le s PDE4A e t C  so nt fa ib le me nt e xp rimé e s da ns le  systè me  

ne rve ux c e ntra l e t p é rip hé riq ue . Enfin, p o ur le s PDE4B e t PDE4D, o n no te  une  fa ib le  

e xp re ssio n da ns le  systè me  ne rve ux pé rip hé riq ue  e t p lus p a rtic uliè re me nt d a ns le s 

DRG (La kic s e t a l., 2010). 

iii. Co mp a rtime nta lisa tio n d u sig na l AMPc

La  no tio n de  c o mp a rtime nta lisa tio n d e  la  sig na lisa tio n AMPc  a  é té  sug g é ré e  p o ur 

la  pre miè re  fo is a u d é b ut d e s a nné e s 1980, e n é tud ia nt le s c o nsé q ue nc e s 

8/0*',/00#33#-!"9)0#!-',1)3$',/0!"#-! (:*#2'#)(-!;-a d ré ne rg iq ue s sur d e s c ulture s de  

c a rd io myo c yte s (Brunto n e t a l., 1981). La  dé c o uve rte  d e  l’ e xiste nc e  de  p ro té ine s 

d ’ a nc ra g e  a u PKA (A-Kina se  Anc ho re d  Pro te in o u AKAP) a  p e rmis d e  c o nfirme r 

l’ e xiste nc e  p o te ntie lle  d ’ un mé c a nisme  d e  c o mpa rtime nta lisa tio n d u sig na l AMPc . 

Ce tte  c o mp a rtime nta lisa tio n s’ é ta b lit g râ c e  à  la  fo rma tio n d e  sig na lo so me s 

intra c e llula ire s (Mc Ca hill e t a l., 2008) (Fig ure  I-8). Au se in d e  c e s sig na lo so me s o n 

tro uve  d e s e ffe c te urs se c o nda ire s (PKA, EPAC, PKG) a sso c ié s à  un o u p lusie urs so us-

typ e s d e  PDE a insi q u’ à  d ’ a utre s pro té ine s d ’ é c ha fa ud a g e  (AKAP, ;-a rre stine ). Le s 

p ro té ine s AKAP o nt une  d o ub le  a c tio n : e lle s p e rme tte nt d ’ une  p a rt l’ a d re ssa g e  

sub c e llula ire  d e s PKA à  p ro ximité  de s site s d e  p ho sp ho ryla tio n, e t fo rme nt d ’ a utre  

p a rt d e s ma c ro c o mp le xe s intra c e llula ire s c o nte na nt un o u p lusie urs so us-type s de  

PDE. La  d istrib utio n sub c e llula ire  d e s c o mp le xe s AKAP/ PDE/ PKA p e rme t une  

ré g ula tio n fine  d e s g ra d ie nts d e  nuc lé o tid e s c yc liq ue s (Ma uric e  e t a l., 2014). Da ns un 

mo d è le  in vitro , le s a ute urs o nt mis e n e xe rg ue  l’ e xiste nc e  d ’ un ma c ro c o mple xe  

a sso c ia nt une  pro té ine  AKAP, PKA, PDE4D3 a insi q ue  ERK5 (Do d g e -Ka fka  e t a l., 2005). 

De  ma niè re  inté re ssa nte , la  se nsib ilité  a ux va ria tio ns de  c o nc e ntra tio ns 

intra c e llula ire s d ’ AMPc  e st d iffé re nte  p o ur c ha c une  d e s pro té ine s d u c o mp le xe . En 

e ffe t, la  PKA se nsib le  à  d e s va ria tio ns de  l’ o rd re  d u na no mo la ire  s’ a c tive  e n p re mie r 

e t induit une  p ho sp ho ryla tio n d e  la  PDE4D3. La  pho sp ho ryla tio n d e  la  PDE4D3 p a r la  

PKA a ug me nte  so n a c tivité  c a ta lytiq ue  a lo rs q ue  la  p ho sp ho ryla tio n p a r ERK5 

d iminue  so n a c tivité . Ainsi, la  pho sp ho ryla tio n d e  la  PDE4D3 pa r la  PKA ind uit le  

re c rute me nt d ’ une  p ro té ine  Ra p 1 p e rme tta nt une  d iminutio n de  la  p ho sp ho ryla tio n 

p a r ERK.  Le s mé c a nisme s d e  tra nsa c iva tio n o b se rvé s e ntre  le s d iffé re nte s pro té ine s 

d u c o mp le xe  p e rme tte nt la  mise  e n p la c e  d ’ un ré tro c o ntrô le  né g a tif ré g ula nt le s 
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Figure I-8. Compartimentalisation du signal AMPc et interactome PDE4. Chaque 

sous-type de PDE4 (en orange) est associé à une protéine intracellulaire. L�activation de 

voies de signalisation entraine le recrutement de ces complexes protéiques permettant 

l�hydrolyse de l�AMPc au sein de microdomaines cytoplasmique. Liste d�abréviations : 

AC, adénylate cyclase; AKAP, A-kinase anchor protein; AQP2, Aquaporine 2; DISC1, 

disrupted in schizophrenia 1; EPAC, exchange protein directly activated by cAMP; 

ERK1/2, extracellular signal-regulated kinases; PDE4, Phosphodiestérase de type 4.
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va ria tio ns d e  c o nc e ntra tio ns d ’ AMPc  a u se in d e  mic ro d o ma ine s c yto p la smiq ue s 

(Do d g e -Ka fka  e t a l., 2005). 

b . Effic a c ité  d e s inhib ite urs de  PDE4 (iPDE4) d a ns le  tra ite me nt de  la

d o ule ur 

L’ e ffic a c ité  d ’ un tra ite me nt p a r iPDE4 a  é té  so ulig né e  d a ns de s mo d è le s d e  

d o ule urs infla mma to ire s so ma tiq ue   (Pie re tti e t a l., 2006) e t visc é ra le  (Ke sha va rzia n e t 

a l., 2007). De s d o nné e s sug g è re nt q ue  l’ e ffe t p ro - o u a ntino c ic e p tif d é p e nd  d e  la  

vo ie  d ’ a d ministra tio n utilisé e . En e ffe t une  inje c tio n intra p la nta ire  de  ro lip ra m (iPDE4) 

p o te ntia lise  l’ a c tio n hyp e ra lg é siq ue  d ’ une  l’ inje c tio n d e  fo rma line  (To rre s-Lo p e z e t 

a l., 2002), d e  pro sta g la nd ine  E2 (Ouse p h e t a l., 1995) e t de  c a rra g é nine  (Cunha  e t 

a l., 1999). A l’ inve rse , l’ a d ministra tio n intra thé c a le  d e  ro lipra m o u d ’ a na lo g ue  d e  

l’ AMPc  a  un e ffe t a nti-no c ic e p tif (Do la n a nd  No la n, 2001; To rre s-Lo p e z e t a l., 2002). 

Da ns un mo d è le  d e  d o ule ur infla mma to ire  c hro niq ue , une  é tud e  a  dé mo ntré  

q u’ une  a d ministra tio n p a r vo ie  o ra le  d ’ un iPDE4, le  ro lipra m, a tté nue  l’ hyp e ra lg é sie  

c he z le s a nima ux a rthritiq ue s e t c e t e ffe t se mb le  c o rré lé  à  une  d iminutio n d e  la  

2(/")*',/0!"#!<=> ! (Fra nc isc hi e t a l., 2000). De s d o nné e s o b te nue s in vitro  à  p a rtir 

d e  c ulture s d e  me mb ra ne s syno via le s d e  pa tie nts a tte ints d e  p o lya rthrite  

rhuma to ïd e , d é mo ntre nt q ue  l’ a p ré mila st (iPDE4) inhib e  de  ma niè re  d o se -

d é pe nd a nte  la  pro d uc tio n d e  TNF  (Mc Ca nn e t a l., 2010). Au nive a u histo lo g iq ue , 

c e t e ffe t se  tra d uit p a r une  d iminutio n d e  l’ hyp e rp la sie  syno via le , d u d é p ô t d e  fib rine  

a insi q ue  d ’ une  ré d uc tio n d e  la  d e struc tio n d u c a rtila g e  e n c o mpa ra iso n a ux 

a nima ux no n tra ité s (Mc Ca nn e t a l., 2010). Plus ré c e mme nt, l’ e ffic a c ité  d ’ un 

tra ite me nt p ro lo ng é  p a r l’ a p ré mila st a  é té  mise  e n é vid e nc e  c he z de s p a tie nts 

a tte ints d e  sp o nd yla rthrite  a nkylo sa nte  (Pa tha n e t a l., 2013). 

ii. IPDE4 e t d o ule ur ne uro p a thiq ue

L’ e ffic a c ité  d e s iPDE4 d a ns le  tra ite me nt d e  la  d o ule ur ne uro p a thiq ue  re ste  

e nc o re  trè s p e u d o c ume nté e . Une  é tude  ré c e nte  a  mis e n é vide nc e  q u’ un 

tra ite me nt pro lo ng é  pa r le  ro lipra m a tté nue  sig nific a tive me nt l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  

d a ns un mo dè le  d e  d o ule ur ne uro p a thiq ue  p é rip hé riq ue  (Kim e t a l., 2011a ). 

L’ e ffic a c ité  d u ro lipra m a  é g a le me nt é té  mise  e n é vide nc e  da ns un mo d è le  d e  

 ! ,7?@A!#'!"/)3#)(!,083$11$'/,(#
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 !"#$"%&'$"%!()*+,-"$& .!%,/,'$&0$'*%)#$1&En effet, une administration aiguë de 

rolipram induit un effet antiallodynique dans un modèle de lésion de la moelle 

épinière. De surcroit, #.$22$*&*+3%)($"*,-"$&!45$%63&5$74#$&corrélé à une diminution 

du recrutement de neutrophiles et de macrophages au site de lésion (Bao et al., 

2011). Les lésions des voies sensitives médullaires induisent une surexpression de 

cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF8 $*& #.,'*$%#$"9,'$-1: (Yakovlev and 

Faden, 1994; Streit et al., 1998) qui modulent #.)0*,6ité des cellules microgliales. De 

plus, en condition neuropathique, certains auteurs ont observé une surexpression de 

la PDE4B dans les cellules microgliales de la corne dorsale de la moelle épinière, 

mécanisme #,3&;&#.)0*,!'& "&<=>8 sur ces cellules (Ghosh et al., 2012). Il semble que 

#.)0*,6)*,!'& "&<=>? situé sur les cellules microgliales provoque une diminution de la 

5@'*+A5$& .BCDc. Cet effet est lié à une )"/7$'*)*,!'& $&#.)0*,6,*3&0)*)#@*,-"$&de 

la PDE4B participant ainsi au mécanisme de rétrocontrôle positif responsable de la 

synthèse de cytokines pro-inflammatoires. 

c. PEFGH&%30$(*$"%5&:2 adrénergiques et effet anti-<=>8

E$5& !''3$5& 5"//A%$'*&-"$& #)&'!%) %3')#,'$&$5*&0)()4#$& $&7! "#$%& #.$I(%$55,!'&

de médiateurs inflammatoires dans les cellules gliales (Feinstein et al., 2002; Dello 

Russo et al., 2004). Certains des effets observés seraient associés à une 

au/7$'*)*,!'&  $& #)& (%! "0*,!'&  .BCD0& liée à la stimulation des %30$(*$"%5& :-

adrénergiques (Szabo et al., 1997; Elenkov et al., 2000). En effet, des données 

obtenues in vitro sur des cultures de monocytes montrent que les agonistes des 

%30$(*$"%5&:-adrénergiques inhibent #)&(%! "0*,!'& $&<=>8&$*&5*,7"#$nt la synthèse 

de #.IL-10 (Farmer and Pugin, 2000)1& J$& %K#$& $& #)& 5,/')#,5)*,!'&BCD0& )'5& #.)0*,6,*3&

anti-inflammatoire des catécholamines et des :-agonistes, est conforté par les 

données démontrant -"$& #.,'+,4,*,!' pharmacologique de la PDE4 possède une 

action immunomodulatrice (Francischi et al., 2000; McCann et al., 2010). Le 

%30$(*$"%&:2 adrénergique est un récepteur couplé à une protéine G stimulatrice de 

#.) 3'@#)*$& 0@0#)5$1& J.)0*,6)*,!'&  $& #.) 3'@#)*$& 0@0#)5$& ,' ",*& "'$& (%! "0*,!'&

#!0)#$& .BCD0&)4!"*,55)'*&)"&%$0%"*$7$'*& $ la PKA. De récentes études menées 

sur des cultures de cardiomyocytes ont établi que la stimulation du récepteur :2 

adrénergique entraî'$& #$& %$0%"*$7$'*& ."'&0!7(#$I$&(%!*3,-"$&0!'5*,*"3& $& #)& :-

arrestine et de la PDE4D5. Celui-0,& ($%7$*& "'$& +@ %!#@5$& #!0)#$&  $& #.BCD0, 

participant ainsi au mécanisme de rétrocontrôle négatif (Richter et al., 2008). Sur des 
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c ulture s p rima ire s d ’ a stro c yte s, d e s a ute urs o nt mis e n é vide nc e  q ue  l’ e ffe t a nti-TNF  

d ’ un $4/0,-'#!"#-!(:*#2'#)(-!;-a d ré ne rg iq ue s e st p o te ntia lisé  pa r un iPDE4 ma is p a s 

p a r un iPDE3 (Christia nse n e t a l., 2011). Da ns un mo d è le  d e  d o ule ur ne uro pa thiq ue , il 

a  p ré c é d e mme nt é té  mo ntré  q ue  l’ e ffe t a ntia llo d yniq ue  de s a ntid é p re sse urs 

né c e ssite  le  re c rute me nt d e s ré c e p te urs ;2-a d ré ne rg iq ue s (Ya lc in e t a l., 2009b ). De  

p lus, le ur se ule  stimula tio n suffit à  o b te nir un e ffe t thé ra pe utiq ue  (C ho uc a ir-Ja a fa r e t 

a l., 2009).  Pa r c o nsé q ue nt, le s inhib ite urs d e  PDE4, e n limita nt l’ hyd ro lyse  de  l’ AMPc  

e t e n re nfo rç a nt le s vo ie s d e  sig na lisa tio n mise s e n je u a u tra ve rs de  c e  se c o nd  

me ssa g e r, p o urra ie nt p e ut-ê tre  pré se nte r de s e ffe ts simila ire s à  c e ux ind uits lo rs d ’ un 

tra ite me nt pa r ;2 a g o niste s o u p a r a ntidé pre sse ur. 
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Les travaux antérieures de notre équipe ont  !"#$%& '()& *+),,)#& -"#.-**!/0".'()&

des antidépresseurs nécessite le recrutement /)1& $%2)3#)($1& 42-adrénergiques. De 

plus, la seule stimulation de ces récepteurs suffit pour obtenir un effet thérapeutique. 

La stimulation des récepteurs 42-adrénergiques )"#$-.")&*-&3$!/(2#.!"&/+56728&/!"#&

la concentration intracellulaire est étroitement régulée par les PDE4. 9+(#.*.1-#.!"&

/+.":.;.#)($1&3:-$ -2!*!<.'()s de ces enzymes pourraient éventuellement avoir un 

),,)#& -"#.-**!/0".'()& 1. .*-.$)& =& 2)*(.& !;1)$>%& *!$1& /+("& #$-.#) )"#& 3-$& *)1&

antidépresseur1&!(&*)1&42-agonistes. Cette thèse a été en grande partie consacrée à 

*+%#(/)&/)&*+),,)#&/)1&.7?@&/-"1&*)&#$-.#) )"#&/)&*-&/!(*)($&")($!3-#:.'()A 

La 1ère partie des résultats décrit le modèle de neuropathie utilisé permettant ainsi 

1-& .1)&)"&B(>$) par d+-(#$)1&<$!(3)1&/)&$)2:)$2:)A&7!($&-##)."/$)&2)#&!;C)2#.,8&("&

article a été consacré à la revue de la littérature concernant le modèle du Cuff ainsi 

'(+-(&#!($"-<)&/+(")&>./%!&/%2$.>-"#&*-&3$!2%/($)&/)&2:.$($<.)&)#&*)&/%$!(*) )"#&

des tests nociceptifs utilisés. 

La 2ème partie /)1& $%1(*#-#1& )1#& 2!"1-2$%)&=& *+%#(/)& /)& *+),,)#& /)1& .7?@& /-"1& *)&

traitement de la douleur neuropathique. Nous avons utilisé une approche de 

3:-$ -2!*!<.)& 2! 3!$#) )"#-*)& 3)$ )##-"#& /)&  )##$)& )"& %>./)"2)& *+),,)#&

-"#.-**!/0".'()& /+("& #raitement prolongé par différents iPDE. Ces expériences de 

criblage pharmacologique ont ensuite été complétées par des études de dose-

$%3!"1)&3!($&*+),,)#&-"#.-**!/0".'()&/+("&.7?@D&)#&/+("&.7?@EA 

La 3ème partie des résultats a porté sur le rôle du système opioïdergique endogène 

/-"1& *)1& ),,)#1& #:%$-3)(#.'()& /+("& #$-.#) )"#& 3-$& -"#./%3$)11)($18& 42-agonistes ou 

3-$& *)1& .7?@A& 7!($& 2)*-8& ("& #$-.#) )"#&-(& *!"<& 2!($1& 3-$& ("&-"#./%3$)11)($8& ("& 42-

agoniste, un iPDE4 ou un iPDE5 a été effectué chez des animaux neuropathiques. 

Par une approche pharmacologique utilisant des antagonistes des différents 

récepteurs opioïdes nous avons évalué le rôle respectif de ces récepteurs dans les 

effets thérapeutique observés. Les résultats issus de ces expériences ont ensuite été 

2!",.$ %1& 3-$& *+(#.*.1-#.!"& /+-". -(F& /%,.2.)"#1& 3!($& *)1& /.,,%$)"#1& $%2)3#)($1 des 

!3.!G/)1& 2:)H& *)1'()*1& *+),,)#& -"#.-**!/0".'()& /+("& #$-.#) )"#& 3$!*!"<%& 3-$& *)1&

-"#./%3$)11)($18&*)1&42-agonistes ou les iPDE a été évalué. 
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La  4è me  pa rtie  */0*#(0#! 3#! (B3#! ")! <=> ! "$0-! 39#88#'! $0',$33/"C0,D)#! "#-!

$0',":2(#--#)(-+!"#-!;2-a g o niste s e t d e s iPDE4. No us a vo ns p ro c é d é  à  une  a na lyse  

mo lé c ula ire  pa r la  te c hniq ue  de  We ste rn Blo t, c e  q ui no us à  pe rmis de  me sure r 

l’ e xpre ssio n du TNF  d a ns le s DRG issus d ’ a nima ux ne uro p a thiq ue s a insi q ue  c he z 

"#-!$0,1$)E!'($,':-!2$(!)0!$0',":2(#--#)(+!)0!;2-a g o niste  o u un iPDE4. 

La  5è me  pa rtie  e st dé d ié e  à  la  c o mpré he nsio n d u mé c a nisme  d ’ a c tio n d e s iPDE4 

d a ns le  tra ite me nt d e  la  d o ule ur ne uro pa thiq ue . Po ur c e la , no us a vo ns utilisé  une  

a p pro c he  d ’ ima g e rie  c a lc ium e x vivo  sur d e s c ulture s d e  DRG d isso c ié s. Ce tte  

a p pro c he  no us a  pe rmis d ’ ide ntifie r le (s) typ e (s) c e llula ire (s) imp liq ué (s) d a ns l’ a c tio n 

thé ra p e utiq ue  d e s iPDE. De  p lus, une  é tude  d e  d o se -ré p o nse  a  p e rmis d e  dé te rmine r 

la  se nsib ilité  d e s ne uro ne s e t d e s c e llule s no n-ne uro na le s à  un iPDE4. Ce tte  

$22(/*F#!0/)-!$!#0-),'#!2#(1,-!"9:G$3)#(!3#!(B3#!"#-!(:*#2'#)(-!;2-a d ré ne rg iq ue s e t 

d e  dé te rmine r l’ o rig ine  d u c a lc ium mis e n je u da ns c e s ré p o nse s. Enfin, no us a vo ns 

é tud ié  l’ imp lic a tio n d u ré c e p te ur TRPV1 d a ns le s ré p o nse s ne uro na le s à  un iPDE4. 
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Mé tho de s g é né ra le s 
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I. Animaux 

9+-". -*)$.)& )1#& -<$%)& 3-$& *)1& 1)$>.2)1& >%#%$."-.$)1& 3!($& *+:%;)$<) )"#& )#&

*+)F3%$. )"#-#.!"& -". -*)& IJK& /+-<$% )"#& LMN-482-1). Toutes les procédures sont 

$%-*.1%)1& )"& -22!$/& ->)2& *)& <(./)& /)& *+)F3%$. )"#-#.!"& -". -*)& /)& *+O5P7&

(International Association for the Study of Pain).  

A. Animaux C57BL/6J 

Des souris mâles C57BL/6J (Charles River) âgées de 6 à 8 semaines en début 

/+)F3%$.)"2)& 1!"#& (#.*.1%)1& -,."& /+%>-*()$& *+. 3-2#& /)1& .7?@& 1($& *+-**!/0".)&

neuropathique. Les animaux sont repartis en cages de 5 individus, soumis à des 

cycles lumière/obscurité de 12 heures, nourriture et eau disponibles ad libitum. Le 

poids des souris est contrôlé chaque semaine.  

B.  !"#$%&'()*"+",!-.'/0%1'2,.'1)+,/-,%1.'34- !"#$%"&'()%*+,-.-AR) 

Une lignée de souris déficientes pour les  !"#$%#& '()2-adrénergiques nous a été 

*+& ,-#($. ( /0!1&-$#(2#(3 +*#''#& ( 4&%5(6#-,( 7839:;<( = ibourg). La création de cette 

lignée a été décrite précédemment (Rohrer et al., 1998). Les souris des expériences 

'+,%(+>%#,&#'($. (" +-'#?#,%(20@!%! +5AB+%#'. Les expériences sont réalisées sur des 

souris déficientes pour les  !"#$%#& '( )2-adrénergiques et des souris sauvages de 

mêmes portées. Les animaux étaient répartis en cage de 3 à 5 individus, soumis à 

des cycles lumière/obscurité de 12 heures, nourriture et eau disponibles ad libitum. 

Le poids des souris est contrôlé chaque semaine. Les expériences ont démarré après 

&,#($! -+2#(20@.>-%&.%-+,(.&C(/+".&C(#%(.&C(%#'%'(2#(D('#?.-,#'E

C. Animaux déficients pour les récepteurs Mu, Delta et Kappa (MOR, DOR, KOR) 

des opioïdes 

Les lignées de souris déficientes pour les MOR, DOR et KOR nous ont été fournies par 

/0!1&-$#( 2&( 3 +*#''#&  Brigitte Kieffer (IGBMC, Ilkirch). La génération des souris 

déficientes pour les MOR, DOR et KOR à été décrite précédemment (Matthes et al., 

1996; Simonin et al., 1998; Filliol et al., 2000). Ces lignées sont sur fond génétique 

C57BL/6J et les souris sont +>%#,&#'($. (" +-'#?#,%(20@!%! +5AB+%#'(et génotypées 

au sevrage. Les expériences sont menées sur des souris mâles adultes déficientes 

pour les MOR (Oprm1-/-), les DOR (Oprd1-/-), les KOR (Oprk1-/-) et les souris sauvages 

2#(?F?#($+ %!#E(40#,'#?>/#(2#'(.,-?.&C(#'%( !$. %-(#,(".B#'(2#(G(H(I(-,2-J-2&'(et 
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le s e xp é rie nc e s o nt dé ma rré  a prè s une  p é rio de  d ’ ha b itua tio n a ux lo c a ux d e  2 

se ma ine s.  

II. Modè le  de  doule ur ne uropathique  e t é va lua tion de  l’a llodynie  mé c a nique

La  d e sc rip tio n p ré c ise  d u mo d è le  d e  d o ule ur ne uro pa thiq ue  utilisé  a  d o nné  lie u à

une  p ub lic a tio n e n c o lla b o ra tio n da ns la  re vue  Jo VE (Jo urna l o f Visua lize d  

Exp e rime nt). La  ne uro p a thie  se  tra d uit c he z le s a nima ux p a r l’ a p pa ritio n d ’ une  

a llo d ynie  mé c a niq ue  sta tiq ue  e t ip sila té ra le  à  la  lé sio n. L’ a llo d ynie  ne uro p a thiq ue  

e st é va lué e  e n utilisa nt le  te st d e s fila me nts d e  vo n Fre y.  La  pro c é d ure  de  te st 

no c ic e p tif e t d e  c hirurg ie  se ro nt dé ta illé e s da ns le  Chapitre  1 d e s Ré sulta ts e t so nt 

d isp o nib le s e n lig ne  so us fo rme  de  vidé o  (http :/ / www.jo ve .c o m/ vid e o / 51608/ the -

sc ia tic -ne rve -c uffing -mo d e l-o f-ne uro pa thic -p a in-in-mic e ). 

III. Proc é dure s de  tra ite me nt

A. Tra ite me nt pa r le s inhibite urs de  phosphodie sté ra se s (iPDE) 

Le s iPDE so nt mis e n susp e nsio n d a ns un so lva nt c o nte na nt de  la  mé thylc e llulo se  à  

1% e t d e  l’ é tha no l à  5%. Ce  so lva nt a  é g a le me nt se rvi de  so lutio n c o ntrô le . Le s 

mo lé c ule s so nt a d ministré e s p a r vo ie  intra pé rito né a le  (i.p .) d a ns un vo lume  d e  5 

mL/ kg  re pré se nta nt de  0,1 à  0,15 mL se lo n le  p o id s de  l’ a nima l. No us a vo ns é va lué  

l’ e ffe t d ’ un tra ite me nt p ro lo ng é  p a r le s iPDE sur l’ a llo d ynie  mé c a niq ue  c o nsé c utive  à  

la  ne uro p a thie . De s te sts so nt ré a lisé s jusq u'à  2 se ma ine s a prè s la  c hirurg ie  a fin de  

vé rifie r le  dé ve lo pp e me nt d ’ un a llo d ynie  mé c a niq ue  sta tiq ue  ipsila té ra le . Le s 

tra ite me nts d é b ute nt 15 jo urs a prè s la  c hirurg ie  e t so nt ma inte nus sur une  duré e  

minimum d e  3 se ma ine s. Po ur l’ e nse mb le  d e s iPDE d e s inje c tio ns b iq uo tid ie nne s 

(ma tin e t so ir) o nt é té  ré a lisé e s. Le s te sts so nt e ffe c tué s le  ma tin a va nt la  pre miè re  

inje c tio n, a fin de  dé te rmine r l’ impa c t d ’ un tra ite me nt c hro niq ue  pa r le s iPDE. Enfin, la  

me sure  d u se uil se nsib ilité  mé c a niq ue  e st p o ursuivie  p e nd a nt to ute  la  d uré e  d u 

tra ite me nt a ve c  une  fré q ue nc e  de  2 à  3 te sts pa r se ma ine . No to ns é g a le me nt 

q u’ une  me sure  d e  l’ e ffe t a nta lg iq ue  a ig u d e  c e rta ins iPDE a  é té  e ffe c tué e . Da ns c e  

c a s, un p ré -te st c o rre sp o nd a nt à  la  lig ne  d e  b a se  e st ré a lisé  p uis une  me sure  d u se uil 

d e  se nsib ilité  mé c a niq ue  e st e ffe c tué e  sur une  d uré e  d e  90 minute s p o st-inje c tio n 

(p o st-te st). 
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B. Traitement par les -2-agonistes 

4#'()2 mimétiques sont dissous dans une solution de NaCl 0,9% qui a également 

servi de solution contrôle. La terbutaline (0,5 mg/kg) est administrée de manière 

intrapéritonéale (i.p.), matin et soir sur une période de 3 semaines. Les procédures de 

tests sont les mêmes que celles décrites dans la section III.A.  

C. Traitement par les antagonistes des récepteurs des opioïdes 

K*-,( 2#( ?#'& # ( /0-?$/-".%-+,( 2&( 'A'%L?#( +$-+M2# B-1&#( sur le traitement par les 

iPDE, une administration aiguë 20.,%.B+,-'%#'( 2#'(  !"#$%#& ' des opioïdes a été 

réalisée. En effet, les animaux « Cuff » ayant subi un traitement prolongé par iPDE 

sont soumis à une injection aiguë 20.,%.B+,-'%#'( 2#'( NOP : la naloxonazine 

(20 mg/kg) ; des DOR : la naltrindole (5 mg/kg) ; et des KOR : la norbinaltorphimine 

(5 mg/kg). De plus, une administration 20&,(antagoniste des récepteurs des opioïdes 

ne passant pas la barrière hématoencéphalique (naloxone méthiodide) est 

effectuée après 3 semaines de traitement par les -3Q;E( 40#,semble des injections 

20.,%.B+,-'%#' est réalisé par voie sous-cutanée (s.c.) #%( /0#**#%(2#("#'( % .-%#?#,%'(

est mesuré avec le test des filaments de von Frey. 

IV. Immunoblot

A. Prélèvement 

A la fin de la période de traitement, des prélèvements des ganglions rachidiens 

on été effectués chez des animaux neuropathiques « Cuff » traités par iPDE, )2-

mimétiques et non traités ainsi que chez des animaux non neuropathiques « Sham ». 

Les animaux sont sacrifiés par dislocation cervicale. Le dos est isolé au niveau 

lombaire L4, L5, L6 et une incision médiane est effectuée .*-,(20isoler les ganglions 

rachidiens. Ceux-ci sont conservés à -80°C.  

B. Extraction et dosage des protéines 

Les ganglions rachidiens sont prélevés et mélangés à 150 µL de tampon de lyse (20 

mM de Tris pH 7,5 ; 150 mM de NaCl ; 10% de glycérol ; 1% de NP40 ; inhibiteurs de 

$ +%!.'#'( '.,'( ;Q9K<( P+"@#RE( 4#'( %-''&'( '+,%( > +A!'( H( /0.-2#( 20&,( $+%%# <(

homogénéisés par sonication (3 fois 15 secondes) et centrifugés (12000 g, 4°C 

pendant 10 minutes). Le surnageant (100 µL) est utilisé pour le dosage protéique 
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ré a lisé  a ve c  le  kit DC Pro te in Assa y (Bio Ra d ). Ap rè s a juste me nt d e  la  c o nc e ntra tio n 

p ro té iq ue  d e  to us le s é c ha ntillo ns, c e ux-c i so nt c o nse rvé s à  -20°C . 

C. Mig ration e t tra nsfe rt de s proté ine s 

Quinze  µg  d e  pro té ine s so nt d é p o sé s da ns le s p uits d ’ un g e l de  p o lya c ryla mid e  à  

12% (15 à  20 µL p a r p uits) e n p ré se nc e  d e  so d ium d o d é c yl sulfa te  (SDS). La  mig ra tio n 

p a r é le c tro p ho rè se  e st e ffe c tué e  d a ns un ta mp o n d e  mig ra tio n (250 mM Tris Ba se , 

192 mM Glyc ine  pH 8,3) e n p ré se nc e  d e  0,1 % d e  SDS p e nd a nt 1 he ure . Le  g e l e st 

e nsuite  d é p o sé  sur une  me mb ra ne  de  fluo rure  de  p o lyvinylidè ne , PVDF, (Immo b ilo n, 

tra nsfe r me mb ra ne s, Millip o re , IPVH00010) e t le  tra nsfe rt de s p ro té ine s e st ré a lisé  da ns 

un ta mp o n de  tra nsfe rt, so us a g ita tio n à  4°C , a ve c  a p p lic a tio n d ’ un c o ura nt 

é le c triq ue  (1 he ure , 100V). Une  sa tura tio n d e s site s a sp é c ifiq ue s e st e ffe c tué e  à  

l’ a id e  d ’ un a g e nt b lo q ua nt (ECL Blo c king  Ag e nt, Ad va nc e  We ste rn Blo tting  

De te c tio n Syste m Kit). Le s me mb ra ne s so nt e nsuite  inc ub é e s une  nuit à  4°C  e n 

p ré se nc e  d ’ a ntic o rp s p rima ire s d irig é s c o ntre  la  tub uline  (Sa nta c ruz, N20, sc -9935) a u 

1/ 10000è me   !"# "$%&'"(RD syste ms, AF-410-NA) d ilué  a u 1/ 500è me . Ap rè s d e s rinç a g e s 

suc c e ssifs d a ns une  so lutio n d e  TBS (tris-b uffe r-sa line )-twe e n à  0,1%, le s me mb ra ne s 

so nt inc ub é e s a ve c  d e s a ntic o rps se c o nda ire s pe nda nt 1he ure  à  te mp é ra ture  

a mb ia nte . Le  c o up la g e  d e s a ntic o rp s se c o nd a ire s à  la  HRP (ho rse ra d ish pe ro xyda se ) 

p e rme t l’ utilisa tio n d ’ un systè me  d e  dé te c tio n pa r c himio lumine sc e nc e  (ECL 

Ad va nc e  We ste rn Blo tting  De te c tio n Syste m Kit, Ame rsha m Bio sc ie nc e s, RPN 2135). 

La  ré vé la tio n de s b a nd e s e st e ffe c tué e  sur un film p ho to g ra p hiq ue  a d a p té  

(Hyp e rfilm, Ame rsha m Bio sc ie nc e , RPN 1674K). Le s b a nde s o b te nue s so nt e nsuite  

a na lysé e s à  l’ a ide  d u lo g ic ie l Pho to Sho p  CS3, e t le  ra pp o rt d e  d e nsité  

m$%&')tub uline  e st c a lc ulé  p o ur c ha q ue  é c ha ntillo n. 

V. Imag e rie  c a lc ium sur de s c ulture s de  ga ng lions ra c hidie ns 

A. Pré pa ra tion de s boite s de  c ulture  

No us a vo ns utilisé  de s b o ite s de  c ulture s d e  35 mm d e  d ia mè tre  d o nt le  fo nd  a  é té  

p e rc é  (Ø1c m) e t re mp la c é  pa r une  la me lle  de  ve rre . Ce s b o ite s p ré se nte nt d o nc  un 

p uits c e ntra l à  fo nd  d e  ve rre  o ù le s c e llule s se ro nt e nse me nc é e s. Le s b o ite s so nt 

p ré a la b le me nt d é sinfe c té e s à  l’ a lc o o l 70% e t sté rilisé e s pa r ra yo nne me nt UV 

p e nda nt 20 minute s. Ap rè s sé c ha g e  d e s b o ite s, un vo lume  de  200 µL d ’ une  so lutio n 
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d e  p o ly-D-lysine  à  0,02 mg / mL mé la ng é  à  d u ta mp o n b o ra te  e st dé p o sé  sur la  

la me lle  d e  ve rre . Le s b o ite s so nt e nsuite  p la c é e s à  l’ inc ub a te ur p e nd a nt 24 he ure s.  

B. Mise  e n c ulture  

Le s g a ng lio ns ra c hid ie ns c o rre sp o nda nts a ux se g me nts lo mb a ire s L4, L5 e t L6 so nt 

p ré le vé s c he z d e s so uris a d ulte s ne uro p a thiq ue s « Cuff » e t no n ne uro pa thiq ue s 

« Sha m » e ntre  5 e t 8 se ma ine s p o st-c hirurg ie . Une  d e uxiè me  d isse c tio n e st ré a lisé e  

so us lo upe  b ino c c ula ire  a fin d e  p o uvo ir sé pa re r le s DRG d e  le urs ra c ine s c e ntra le s e t 

p é riphé riq ue s. Le s DRG so nt c o lle c té s d a ns un tub e  fa lc o n d e  15 mL c o nte na nt du 

PBS (Pho sp ha te  Buffe r Sa line ). Une  d ig e stio n e nzyma tiq ue  d e s tissus e st a lo rs ré a lisé e  

e n utilisa nt un mé la ng e  d e  tryp sine -EDTA (0,5 g / L, Se ro me d ) e t d e  c o lla g é na se  1A (2 

mg / mL, Sig ma  Ald ric h) p e nd a nt 20 minute s à  37°C . Le  p ro c e ssus d e  d isso c ia tio n 

 *+,-.!/01 " 2!"/*! 334-51"5.3".641!"71"-/#/ 1"7 "81#!13 "9:9'"(-/*/-1- e sse ntia l 

me d ium a lp ha , G ib c o , Fra nc e ) c o mplé té  a ve c  10% v/ v d e  sé rum d e  c he va l (G ib c o ) 

e t 2% v/ v d ’ une  so lutio n d e  p é nic illine -stre p to myc ine . Une  fo is le  p ro c e ssus de  

d isso c ia tio n e nzyma tiq ue  te rminé , d e s tritura tio ns mé c a niq ue s so nt e ffe c tué e s à  

l’ a id e  d ’ un p ipe tma n a fin de  ré a lise r une  d isso c ia tio n mé c a niq ue  d e s DRG. Le  tub e  

c o nte na nt le s DRG e st c e ntrifug é  à  1200 rpm p e nda nt 10 minute s e t le  surna g e a nt 

e st re tiré . Un vo lume  d e  200 µL d e  9:9' e st a jo uté  e t la  susp e nsio n c e llula ire  

o b te nue  e t mis e n c ulture . Le s c ulture s so nt d isp o sé e s à  l’ inc ub a te ur à  37°C d a ns une  

a tmo sp hè re  c o mp o sé e  d e  95% d ’ a ir e t 5% d e  CO 2. Le s e xp é rie nc e s d ’ ima g e rie  

c a lc ium o nt é té  ré a lisé e s e ntre  18 e t 24 he ure s a p rè s e nse me nc e me nt. 

C. Ima ge rie  c a lc ium 

1. La  sonde  Fura - 2

Le  Fura -2 e st une  so nd e  ra tio mé triq ue  d o ub le  e xc ita tio n/ mo no  é missio n. Ce la  

sig nifie  q ue  lo rs d e  la  lia iso n d u c a lc ium à  la  so nd e , o n o b se rve ra  d ’ une  pa rt une  

va ria tio n d e  so n inte nsité  lumine use  e t d ’ a utre  p a rt un dé p la c e me nt d e  so n sp e c tre  

d ’ e xc ita tio n. L’ é missio n d e  fluo re sc e nc e  d u Fura -2 à  515 nm e st me suré e  e n ré p o nse  

à  une  e xc ita tio n à  340 nm (F340) p uis à  380 nm (F380). La  lia iso n du Ca 2+ à  la  so nd e  se  

tra d uit p a r une  a ug me nta tio n d e  F340 c o rré lé  à  une  d iminutio n d e  F380. C ’ e st la  

me sure  d u ra p p o rt R = F340/ F380 q ui p e rme t la  c a lc ul d e  [Ca 2+]i se lo n la  fo rmule  d e  

Grynkie wic z (G rynkie wic z e t a l., 1985)  "[Ca 2+]i = Kd . ;. (R - Rmin)/ (Rma x – R), o ù Kd
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c o rre sp o nd  à  la  c o nsta nte  d e  d isso c ia tio n d u Ca 2+ 5413" #." 24*7 <";" 2!" # " 3.5543!"

e ntre  F380 e n l’ a b se nc e  d e  Ca 2+ e t F380 e n c o nc e ntra tio n sa tura nte  d e  Ca 2+. Rmin e t 

Rma x re p ré se nte nt le s va le urs e xtrê me s d e  R o b te nue s re spe c tive me nt e n a b se nc e  de  

Ca 2+ e t e n c o nd itio n d e  Ca 2+ sa tura nte s. Le s c o nsta nte s Kd , ;<"=min e t Rma x n’ o nt p a s 

é té  d é te rminé e s d a ns no tre  é tude  e t le s ré sulta ts p ré se nté s c o rre sp o nde nt à  la  

me sure  d u ra p p o rt R.  

2. Protoc ole  d’introduc tion de  la  sonde  da ns le s c e llule s

Le s b o ite s d e  c ulture  so nt rinc é e s 2 à  3 fo is a ve c  une  so lutio n e xtra c e llula ire  

c o nte na nt : 130 mM de  Na Cl ; 5 mM de  KCl ; 1 mM de  Ca Cl2 ; 1 mM d e  Mg Cl2 ; 10 

mM d e  g luc o se  ; 10 mM d ’ HEPES à  p H 7.3 e t q ui se rvira  e g a le me nt d e  so lutio n de  

p e rfusio n dura nt to ute  la  d uré e  d e  l’ e nre g istre me nt. Le s c e llule s so nt e nsuite  

inc ub é e s da ns une  so lutio n e xtra c e llula ire  d ’ un vo lume  d e  1 mL c o nte na nt 2 µM d e  

Fura -2 a c é to xymé thyl e ste r (F1201, Mo le c ula r Pro b e s, USA) e t 0.001% (v/ v) d ’ a c ide  

p luro niq ue  (Mo le c ula r Pro b e s) p e nda nt 1 he ure  à  l’ o b sc urité  e t à  te mp é ra ture  

a mb ia nte . Enfin le s b o ite s d e  c ulture s so nt rinc é e s 2 à  3 fo is à  l’ a id e  de  la  so lutio n 

e xtra c e llula ire  e t d isp o sé e s p o ur l’ e nre g istre me nt. 

Le s e nre g istre me nts o nt é té  ré a lisé s à  l’ a id e  d ’ un mic ro sc o p e  inve rsé  à  

é p ifluo re sc e nc e  (Axio ve rt 35, Ze iss) é q uip é  d ’ un o b je c tif X40 à  imme rsio n à  huile . 

L’ a lte rna nc e  d e  l’ e xc ita tio n à  350 e t 380 nm se  fa it g râ c e  à  l’ utilisa tio n de  filtre s 

d isp o sé s sur une  ro ue  p o rte -filtre  à  10 p o sitio ns (La mb d a  10-2, Sutte r Instrume nts, 

USA). Un c o ntrô le  info rma tiq ue  d e  la  p o sitio n d e  la  ro ue  a ux lo ng ue urs d ’ o nde s 

d ’ inté rê t p e rme t l’ a c q uisitio n d e s d o nné e s. Enfin, le s p ho to ns é mis à  une  lo ng ue ur 

d ’ o nd e  supé rie ur à  520 nm so nt c a p té s p a r une  c a me ra  CCD numé riq ue  (Co o lSna p  

HQ, Pho to me tric s). L’ a c q uisitio n e st ré a lisé e  a ve c  le  lo g ic ie l Ima g ing  Wo rkb e nc h 4.0 

(Axo n Instrume nts) e t la  fré q ue nc e  d ’ a c q uisitio n d u c o up le  de  me sure s a ve c  

e xc ita tio n à  350 e t 380 nm e st d e  0,5 Hz. 

4. Pré pa ration e t a pplic a tion de s solutions

Le s so lutio ns o nt é té  d ilué e s d a ns la  so lutio n e xtra c e llula ire  d ’ e nre g istre me nt. Le s 

c o nc e ntra tio ns utilisé e s so nt le s suiva nte s : KCl, 50 mM ; ATP, 50 µM ; ADP, 50 µM ; UTP, 

50 µM ; ro lip ra m (1 mM, 300 µM, 100 µM, 30 µM, 10 µM, 3 µM e t 1µM) ; c a psa ïc ine , 2 

 ! "#$%&'&(&)*'+,-'+&./0-'
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µM. Le  systè me  d ’ a p p lic a tio n e st c o mp o sé  d ’ un d isp o sitif à  13 vo ie s c o nne c té e s à  

un tub e  d e  so rtie  uniq ue . Ce lui-c i e st re lié  à  un mic ro ma nipula te ur pe rme tta nt le  

d é p la c e me nt d e  la  pe rfusio n à  p ro ximité  du c ha mp  e nre g istré . Cha c une  de s vo ie s 

e st e g a le me nt c o nne c té e  à  d iffé re nts ré se rvo irs d e  so lutio ns d o nt la  lib é ra tio n e st 

c o ntrô lé e  ma nue lle me nt e t l’ é c o ule me nt se  fa it p a r g ra vité  (Ulma nn e t a l., 

2007). No us" d isp o so ns é g a le me nt d ’ un systè me  d e  ma c ro -pe rfusio n q ui 

pe rme t le  re no uve lle me nt p e rma ne nt d e  la  so lutio n e xtra c e llula ire  e t d o nt le  d é b it 

e st c o ntrô lé  p a r une  mo le tte  d e  ré g la g e . 

5. Ana lyse  de s ré sulta ts

Lo rs d e  l’ e nre g istre me nt, d e s ré g io ns d ’ inté rê t (ROI) so nt sé le c tio nné e s 

ma nue lle me nt. Po ur c ha q ue  ROI, no us suivo ns l’ é vo lutio n d e  la  fluo re sc e nc e  à  F350, 

F380 e t d e  R e n fo nc tio n d u te mp s. Po ur c ha c un d e s c ha mps e nre g istré s une  p ho to  

e st p rise  e n mic ro sc o p ie  à  fo nd  c la ir e n dé b ut d ’ e nre g istre me nt. To us le s c ha mps 

so nt a na lysé s a  p o ste rio ri a ve c  so ustra c tio n d u b ruit d e  fo nd  c o rre sp o nda nt a ux 

d e ux lo ng ue urs d ’ o nd e s d ’ e xc ita tio n. Le s va le urs d e  R a u c o urs d u te mp s p o ur 

c ha c une  d e s ROI so nt re p o rté e s d a ns un lo g ic ie l d ’ a na lyse . No us a vo ns c o nsidé ré  

d e  ma niè re  a rb itra ire  q ue  le  se uil de  d é te c tio n d ’ un c ha ng e me nt d e  R no té  >="

d e va it c o rre sp o nd re  à  une  va le ur minimum é g a le  à  six fo is la  va le ur d e  l’ é c a rt-type  

a sso c ié "?"#."-4, ** "7 ">= é ta b lie  dura nt le s 10 se c o nde s pré c é d e nt le  stimulus. 

Ensuite , un c o ntrô le  visue l a  p o ste rio ri no us pe rme t d e  vé rifie r q ue  >="534@/ *!"7 "#."

c e llule  e nre g istré e  e t no n d ’ une  c e llule  a d ja c e nte  pré se nta nt une  fo rte  ré p o nse  à  

l’ a pp lic a tio n d e  la  sub sta nc e . Enfin, il e st é g a le me nt né c e ssa ire  d e  vé rifie r q ue  le  

8A.*B - *!">=" *3 B/2!3C"* "534@/ *!"5.2"7 " #." lib é ra tio n d ’ une  sub sta nc e  lié e  à  

l’ a c tiva tio n d ’ une  c e llule  a d ja c e nte . Po ur c e la , no us a vo ns d é te rminé   d e  ma niè re  

a rb itra ire  l’ inte rva lle  de  te mps (>$D"né c e ssa ire  à  #E.55.3/!/4*"7E1*"8A.*B - *!">="

e n fo nc tio n d e  la  sub sta nc e  q ui e st a pp liq ué e . Ainsi, >$"d o it ê tre  infé rie ur o u é g a l à  5 

se c o nd e s lo rs d e  l’ a c tiva tio n de  c a na ux vo lta g e -d é p e nda nts (KCl, ATP, c a p sa ïc ine ). 

:*"3 @.*8A <">$"74/!"F!3 "84-53/2" *!3 "G" !"HI"2 84*7 2" #43201 "# 2 c ha ng e me nts 

>="né c e ssite nt l’ a c tiva tio n d e  vo ie s d e  sig na lisa tio n intra c e llula ire . 
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VI. Statistique s

Le s d o nné e s so n e xp rimé e s so us fo rme  d e  mo ye nne  +/ - l’ e rre ur sta nd a rd  à  la  

mo ye nne  (SEM). L’ a na lyse  sta tistiq ue  e st ré a lisé e  a ve c  le  lo g ic ie l STATISTICA 8 

(Sta tso ft, Tulsa , OK, USA), e n utilisa nt un te st d ’ a na lyse  d e  la  va ria nc e  (ANO VA) à  

me sure s ré p é té e s. L’ e ffe t de  la  c hirurg ie  (Sha m vs Cuff) e t du tra ite me nt so nt 

c o nsid é ré s c o mme  de s va ria b le s indé pe nd a nte s a lo rs q ue  le s p o ints te mp o re ls so nt 

a na lysé s c o mme  d e s va ria b le s dé p e nd a nte s. Lo rsq ue  le  te st ANOVA e st sig nific a tif 

(p < 0,05), d e s c o mp a ra iso ns multip le s so nt e ffe c tué e s e n utilisa nt le  te st p o s-ho c  de  

Dunc a n.  

B. We ste rn blot 

Le s a na lyse s sta tistiq ue s d e s ré sulta ts o b te nus e n We ste rn Blo t so nt ré a lisé e s p a r un 

te st no n-pa ra mé triq ue  d e  Kruska l-Wa llis (p  < 0,05) e t une  c o mp a ra iso n e ntre  le s 

g ro upe s e st fa ite  e n utilisa nt le  te st U d e  Ma nn Whitne y. 

C. Ima ge rie  c a lc ium 

Le s pro p o rtio ns d e  c e llule s a ya nt ré p o nd u à  une  a pp lic a tio n d e  la  sub sta nc e  d a ns 

la  c o nd itio n « Sha m » e t « Cuff » so nt c o mp a ré e s p a r la  mé tho d e  d ’ a na lyse  de s 

ta b le a ux d e  c o nting e nc e , e n utilisa nt le  te st e xa c t d e  Fisc he r. Afin d e  dé te rmine r la  

p o p ula tio n ne uro na le  re c ruté e  suite  à  l’ a pp lic a tio n d e  la  sub sta nc e , une  

re pré se nta tio n c umulé e  de  la  fré q ue nc e  d e s ré p o nse s c a lc iq ue s e n fo nc tio n du 

d ia mè tre  d e s ne uro ne s e st ré a lisé e . L’ a na lyse  sta tistiq ue  e ntre  le s d iffé re nte s 

d istrib utio ns e st ré a lisé e  e n utilisa nt le  te st d e  Ko lg mo g o ro v-Smirno v (p  < 0,05). 

"!+1-'('+#).2)3(-.-*(/%4
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Ré sulta ts 
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Cha pitre  1 

Modè le  de  doule ur ne uropa thique  
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I. The  sc ia tic  ne rve  c uffing  mode l of ne uropathic  pa in in mic e  

Ipe k Ya lc in, Sa lim Me ga t, Flo re nt Ba rtha s, Elisa b e th Wa ltisp e rg e r, Mé la nie  Kre me r, Eric  

Sa lva t, Mic he l Ba rro t 

En ra iso n d e  d iffic ulté s d ’ é tude  c he z l’ ho mme , l’ utilisa tio n de  mo d è le s a nima ux 

visa nt à  re p ro duire  le s d o ule urs ne uro p a thiq ue s se mb le  né c e ssa ire  p o ur pe rme ttre  la  

d isse c tio n d e s mé c a nisme s c e llula ire s, mo lé c ula ire s e t é le c tro p hysio lo g iq ue s so us-

te nd a nt l’ a p pa ritio n de  c e  synd ro me . Bie n q ue  c e s d o ule urs  p ré se nte nt une  g ra nde  

va rié té  de  c a use s e t de  ma nife sta tio ns c liniq ue s, la  p lup a rt d e s é tud e s ré a lisé e s da ns 

c e  d o ma ine  utilise nt d e s mo d è le s de  lé sio n mé c a niq ue  d u systè me  ne rve ux 

pé riphé riq ue  (Be nne tt a nd  Xie , 1988; Se ltze r e t a l., 1990; Kim a nd  Chung , 1992; 

De c o ste rd  a nd  Wo o lf, 2000).  

Le  mo d è le  d u c uff, d é ve lo p p é  c he z le  ra t (Mo sc o ni a nd  Krug e r, 1996; Fishe r e t a l., 

1998), c o nsiste  e n la  p o se  d ’ un ma nc ho n d e  p o lyé thylè ne  (Cuff) d e  2 mm d e  

lo ng ue ur e t d ia mè tre  inte rne  d e  0,38 mm, unila té ra le me nt a uto ur d e  la  b ra nc he  

p rinc ipa le  du ne rf sc ia tiq ue . La  fa c ilité  d ’ a c c è s d u ne rf sc ia tiq ue  e n fa it une  c ib le  

p rivilé g ié e  d a ns la  p lup a rt d e s mo dè le s utilisé s. De  p lus, le  ne rf sc ia tiq ue  pré se nte  

une  la rg e  inne rva tio n d e s p a tte s p o sté rie ure s d e  l’ a nima l pe rme tta nt d e  te ste r 

fa c ile me nt le s c o mpo rte me nts no c ife nsifs c o nsé c utifs à  la  lé sio n. Pa r a ille urs, c e  

mo d è le  a  l’ a va nta g e  d ’ ind uire  une  p re ssio n c a lib ré e  sur le  ne rf e t d e  ré d uire  la  

va ria b ilité  e ntre  le s d iffé re nts e xp é rime nta te urs. Du fa it de  se s no mb re ux a va nta g e s, 

c e  mo d è le  a  d o nc  é té  a d a p té  e t c a ra c té risé  a u se in de  l’ é q uipe  c he z la  so uris 

(Be nb o uzid  e t a l., 2008b ).   

Afin d e  p o uvo ir fa c ilite r la  d iffusio n e t l’ utilisa tio n d e  c e  mo d è le  p a r d ’ a utre s 

g ro upe s de  re c he rc he s, no tre  é q uipe  a  ré a lisé  une  vid é o  mo ntra nt le s d é ta ils d e  la  

p ro c é d ure  c hirurg ic a le  a insi q ue  le  dé ro ule me nt d u te st de s fila me nts d e  vo n Fre y 

p e rme tta nt de  suivre  l’ a p pa ritio n d ’ une  a llo d ynie  mé c a niq ue  ip sila té ra le . Mo n rô le  

d a ns c e t a rtic le  a  é té  d e  ré a lise r un tra va il de  re c he rc he  b ib lio g ra p hiq ue  sur le  

mo d è le  d u Cuff, e t d e  p a rtic ip e r a u to urna g e  de  la  vidé o  po ur a ssiste r sur la  

d é mo nstra tio n de  la  c hirurg ie  e t p o ur mo ntre r la  pro c é d ure  d e  vo n Fre y. 
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9!1:#*;<3'='>?@A''9#-%3*7-'9!22!$+'B33#*C"3*!$DE!$9!22-#8*%&'F*8-$+-  "&:'>?@A'G''HI''G'-J@K?H'G'L%;-'@'!('M

 !"#$%&'(!)*#

+,#%-)!.(!)%/#'0#%1233!45%6$"#*%$3%/#2'$7.(,!)%8.!4%!4%6!)#

N1-O'P%&8*$
@
Q'R%&*2'S-;%3

@Q>
Q'T&!#-$3'U%#3<%+

@Q>
Q'/&*+%C-3<'V%&3*+1-#;-#

@
Q'SW&%$*-'X#-2-#

@Q>
Q'/#*8'R%&7%3

@Q>QY
Q'S*8<-&'U%##!3

@

@
N$+3*3"3'.-+'E-"#!+8*-$8-+'9-&&"&%*#-+'-3'N$3W;#%3*7-+'ZL[Y>@>Q'9-$3#-'E%3*!$%&'.-'&%'[-8<-#8<-'R8*-$3*(*\"-

>
Z$*7-#+*3W'.-'R3#%+C!"#;

Y
]^1*3%"0'Z$*7-#+*3%*#-+'.-'R3#%+C!"#;

9!##-+1!$.-$8-'3!_'N1-O'P%&8*$'%3':%&8*$`*$8*D8$#+5"$*+3#%5(#

Z[F_'<331_aa44456!7-58!2a7*.-!aJ@K?H

bcN_'.!*_@?5YMI@aJ@K?H

X-:4!#.+_'S-.*8*$-Q'N++"-'HIQ'1%*$Q'$-"#!1%3<*8'1%*$Q'%&&!.:$*%Q'7!$'T#-:Q'2!"+-Q'2!.-&Q'+8*%3*8Q'8"((

b%3-'L"C&*+<-._'Ma@Ka>?@A

9*3%3*!$_'P%&8*$Q'N5Q'S-;%3Q'R5Q'U%#3<%+Q'T5Q'V%&3*+1-#;-#Q'/5Q'X#-2-#Q'S5Q'R%&7%3Q'/5Q'U%##!3Q'S5'd<-'R8*%3*8'E-#7-'9"((*$;'S!.-&'!('E-"#!1%3<*8'L%*$'*$

S*8-5' !"#$%!"&'(! !"#$% &'()*"% +,-.(*/01#(2'()*" !3*(4$/

 !"#$%&#

5&67,89:;-< 89-= 97->&> 9> 9 <,=>&?6&=<& ,@ 9 A&>-,= ,7 9 +->&9>& 9@@&<:-=B :;& >,C9:,>&=>,7D >D>:&C/ E;-> >D=+7,C& 7&>6A:> @7,C C9A9+98:-F&

<;9=B&> -= -=G67&+ >&=>,7D =&67,=> 9=+ 9A,=B :;& &=:-7& =,<-<&8:-F& 89:;H9D H-:;-= :;& <&=:79A =&7F,6> >D>:&C/ I: -> 6>69AAD <;7,=-< 9=+

<;9AA&=B-=B :, :7&9:/ I= ,7+&7 :, >:6+D =&67,89:;-< 89-= 9=+ -:> :7&9:C&=:>% +-@@&7&=: C,+&A> ;9F& J&&= +&F&A,8&+ -= 7,+&=:>/ E;&>& C,+&A>

+&7-F& @7,C K=,H= &:-,A,B-&>% :;6> 7&87,+6<-=B 8&7-8;&79A =&7F& -=G67-&>% <&=:79A -=G67-&>% 9=+ C&:9J,A-<L% -=@&<:-,6>L ,7 <;&C,:;&798DL7&A9:&+

=&67,89:;-&>/ M67-=& C,+&A> ,@ 8&7-8;&79A =&7F& -=G67D ,@:&= :97B&: :;& ><-9:-< =&7F& H;-<; -> &9>D :, 9<<&>> 9=+ 9AA,H> =,<-<&8:-F& :&>:> ,= :;&

;-=+ 89H/ E;&>& C,+&A> 7&AD ,= 9 <,C87&>>-,= 9=+2,7 9 >&<:-,=/ N&7&% :;& +&:9-A&+ >67B&7D 87,<&+67& @,7 :;& O<6@@ C,+&AO ,@ =&67,89:;-< 89-=

-= C-<& -> +&><7-J&+/ I= :;-> C,+&A% 9 <6@@ ,@ PQL3* 8,AD&:;DA&=& :6J-=B ,@ >:9=+97+-R&+ A&=B:; !3 CC$ -> 6=-A9:&79AAD -C8A9=:&+ 97,6=+ :;& C9-=

J79=<; ,@ :;& ><-9:-< =&7F&/ I: -=+6<&> 9 A,=BLA9>:-=B C&<;9=-<9A 9AA,+D=-9%  !"/% 9 =,<-<&8:-F& 7&>8,=>& :, 9 =,7C9AAD =,=L=,<-<&8:-F& >:-C6A6>

:;9: <9= J& &F9A69:&+ JD 6>-=B F,= S7&D @-A9C&=:>/ T&>-+&> :;& +&:9-A&+ >67B&7D 9=+ :&>:-=B 87,<&+67&>% :;& -=:&7&>: ,@ :;-> C,+&A @,7 :;& >:6+D

,@ =&67,89:;-< 89-= C&<;9=->C% @,7 :;& >:6+D ,@ =&67,89:;-< 89-= >&=>,7D 9=+ 9=U-,+&87&>>-F& 9>8&<:>% 9=+ @,7 :;& >:6+D ,@ =&67,89:;-< 89-=

:7&9:C&=:> 97& 9A>, +-><6>>&+/

'()*+,-(./

E;& F-+&, <,C8,=&=: ,@ :;-> 97:-<A& <9= J& @,6=+ 9: ;::8.22HHH/G,F&/<,C2F-+&,2'()*"2

0.#$+)1&#(+.

5&67,89:;-< 89-= -> 6>69AAD <;7,=-< 9=+ 97->&> 9> 9 <,=>&?6&=<& ,@ 9 A&>-,= ,7 9 +->&9>& 9@@&<:-=B :;& >,C9:,>&=>,7D >D>:&C/ M9A9+98:-F&

<;9=B&> -= -=G67&+ >&=>,7D =&67,=> 9=+ 9A,=B :;& &=:-7& =,<-<&8:-F& 89:;H9D H-:;-= :;& <&=:79A =&7F,6> >D>:&C 897:-<-89:& -= :;-> <,C8A&U

>D=+7,C&/ V97-,6> C,+&A> ;9F& J&&= +&F&A,8&+ -= 7,+&=:> @,7 >:6+D-=B =&67,89:;-< 89-= 9=+ -:> :7&9:C&=:>
(L0

/

T9>&+ ,= K=,H= &:-,A,B-&>% :;& C,+&A> ,@ =&67,89:;-< 89-= 9-C 9: C-C-<K-=B :;& 8,AD=&67,89:;D ,J>&7F&+ -= +-9J&:&>% :;& -=G67-&> :, 8&7-8;&79A

=&7F&>% :;& <&=:79A -=G67-&>% :;& :7-B&C-=9A =&679AB-9% :;& =&67,89:;-&> <,=>&<6:-F& :, <;&C,:;&798D% :;& 8,>:L;&78&:-< =&679AB-9% &:</ W-@@&7&=:

C,+&A> ,@ 8&7-8;&79A =&7F& -=G67D -= 7,+&=:> @,<6> ,= :;& ><-9:-< =&7F&/ E;&>& C,+&A> +&8&=+ ,= 9 <,C87&>>-,= 9=+2,7 9 >&<:-,= ,@ :;-> =&7F&/

I=+&&+% :;& ><-9:-< =&7F& 9@@,7+> 7&A9:-F& &9>D >67B&7D 9=+ 9AA,H> @,7 :&>:> J9>&+ ,= 89H H-:;+79H9A 7&@A&U&>/ E;& C,+&A> ,@ <;7,=-< =&7F&

<,C87&>>-,= -=<A6+& @,7 &U9C8A&. :;& <;7,=-< <,=>:7-<:-,= -=G67D !XXI$
4%'

% :;& ><-9:-< =&7F& <6@@-=B
)L#

% :;& 897:-9A ><-9:-< =&7F& A-B9:-,= !PYZ$
(*

%

:;& >8-=9A =&7F& A-B9:-,= !Y5Z$
((

% ,7 :;& <,CC,= 8&7,=&9A =&7F& A-B9:-,=
(3

/ M,+&A> 7&@&77&+ :, 9> O>897&+ =&7F& -=G67DO !Y5I$ 97& 9A>, H-+&AD

6>&+/ E;&D <,=>->: ,@ 9 :-B;: A-B9:-,= 9=+ 9U,:,CD ,@ :H, ,6: ,@ :;& :;7&& :&7C-=9A J79=<;&> ,@ :;& ><-9:-< =&7F&% H;-A& :;& :;-7+ J79=<; 7&C9-=>

-=:9<:
(0L('

/ E;& F97-,6> C,+&A> ,@ =&67,89:;-< 89-=% H;-<; :97B&: :;& ><-9:-< =&7F&% 7&>6A: -= 9 <;7,=-< C&<;9=-<9A 9AA,+D=-9 !9 =,<-<&8:-F&

7&>8,=>& :, 9 =,7C9AAD =,=L=,<-<&8:-F& >:-C6A6>$ ,= :;& -=G67&+ ;-=+ 89H/

N&7&% :;& +&:9-A&+ >67B&7D 87,<&+67& @,7 :;& O<6@@ C,+&AO ,@ =&67,89:;-< 89-= -= C-<& -> +&><7-J&+/ I: <,=>->:> -= :;& -C8A9=:9:-,= ,@ 9 8,AD&:;DA&=&

<6@@ 97,6=+ :;& C9-= J79=<; ,@ :;& ><-9:-< =&7F&
)L#

/ E;& 6>& ,@ F,= S7&D @-A9C&=:> -> 9A>, +&><7-J&+/ E;&>& @-A9C&=:> 9AA,H 9>>&>>-=B :;&

C&<;9=-<9A 9AA,+D=-9 H;-<; -> 9 A,=B A9>:-=B =,<-<&8:-F& >DC8:,C 87&>&=: -= :;-> C,+&A/

2$+#+&+3

P7,:,<,A> ;9F& J&&= 9887,F&+ JD :;& O<,C-:[ +\[:;-?6& &= C9:-]7& +\&U8[7-C&=:9:-,= 9=-C9A& +& Y:79>J,67BO !X^QMQ_Y$/

45 6%"*3(.*,7*%"1$*8*.#,+9,2%:,;(#<)$%:%3,=<$*"<+3)"

(/ _AA,H :;& C-<& :, ;9J-:69:& :, :;& 9=-C9A @9<-A-:-&> @,7 9: A&9>: (* +9D> :, 3 H&&K> J&@,7& -=-:-9:-=B :;& :&>:-=B 87,<&+67&>/

3/ N9J-:69:& :;& C-<& :, :;& F,= S7&D :&>:-=B >&:L68 9=+ :, :;& F,= S7&D 87,<&+67& :;9: 97& +&><7-J&+ -= >&<:-,= 4/
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`,67=9A ,@ V->69A-R&+ QU8&7-C&=:> HHH/G,F&/<,C

X,8D7-B;: a 3*(4  X7&9:-F& X,CC,=> _::7-J6:-,=L5,=X,CC&7<-9A Z-<&=>& `6AD 3*(4 b  "#  b &'()*" b P9B& 3 ,@ 1

0/ T&@,7& >67B&7D% &F9A69:& :;& C&<;9=-<9A 89H H-:;+79H9A :;7&>;,A+> H-:; F,= S7&D @-A9C&=:> 9> +&><7-J&+ -= :;& >&<:-,= 4/0/ 5,:&. ^&8&9: :;&

87,<&+67& ,= >&8979:& +9D> 6=:-A 9: A&9>: :;7&& >:9JA& <,=>&<6:-F& F9A6&> 97& ,J:9-=&+ @,7 89H H-:;+79H9A :;7&>;,A+>/

4/ _>>-B= :;& C-<& :, :;& +-@@&7&=: &U8&7-C&=:9A B7,68> >, :;9: :;&>& B7,68> +, =,: -=-:-9AAD +-@@&7 @,7 89H H-:;+79H9A :;7&>;,A+>/

>5 ?1$@*$A,2$+&*)1$*,9+$,B199,08C3%.#%#(+.

(/ c&-B; :;& 9=-C9A/ 5,:&. M,6>& J,+D H&-B;: >;,6A+ J& ,F&7 3* B @,7 :;& <6@@ -=>&7:-,= 87,<&+67& +&><7-J&+ J&A,H/
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4/ T&==&::% n/ `/% p q-&% o/h/ _ 8&7-8;&79A C,=,=&67,89:;D -= 79: :;9: 87,+6<&> +->,7+&7> ,@ 89-= >&=>9:-,= A-K& :;,>& >&&= -= C9=/ 81 4! DD%

"1L(*1% +,-.(*/(*()2*0*4L0#'#!""$#*3*#L)% !(#""$/

'/ _6>:-=% P/ `/% c6% _/% p M,9A&CLE9DA,7% n/ X;7,=-< <,=>:7-<:-,= ,@ :;& ><-9:-< =&7F& 9=+ 89-= ;D8&7>&=>-:-F-:D :&>:-=B -= 79:>/ :!&; '!&<=$! !)($%

+,-.8--. 00#0/ (*/01#(200#0% !3*(3$/

)/ M,><,=-% E/% p h76B&7% Z/ S-U&+L+-9C&:&7 8,AD&:;DA&=& <6@@> 988A-&+ :, :;& 79: ><-9:-< =&7F& -=+6<& 9 89-=@6A =&67,89:;D. 6A:79>:76<:679A

C,78;,C&:7-< 9=9AD>-> ,@ 9U,=9A 9A:&79:-,=>/ 81 4! NE% 01L'1% +,-.(*/(*()2*0*4L0#'#!#'$***11L(% !(##)$/

1/ S->;&7% h/% S6=+D:6>% M/Q/% X9;-AA% X/M/% p X,+&77&% E/`/ I=:79:;&<9A 9+C-=->:79:-,= ,@ :;& CnA6^ <,C8,6=+% !Y$L4XPn% 9::&=69:&>

;D8&79AB&>-9 9=+ 9AA,+D=-9 9>>,<-9:&+ H-:; ><-9:-< =&7F& <,=>:7-<:-,= -=G67D -= 79:>/ 81 4! OO% +,-.(*/(*()2Y*0*4L0#'#!#"$***"3L1% !(##"$/

"/ P-:<;&7% n/ M/% ^-:<;-&% `/% p N&=7D% `/ Z/ 5&7F& <,=>:7-<:-,= -= :;& 79:. C,+&A ,@ =&67,89:;-<% >67B-<9A 9=+ <&=:79A 89-=/ 81 4! KD% 01L4) !(###$/

#/ T&=J,6R-+% M/ "#&17! Y<-9:-< =&7F& <6@@-=B -= C-<&. 9 C,+&A ,@ >6>:9-=&+ =&67,89:;-< 89-=/ <3%!&:!&81 4! 4>% '#(L'##% +,-.(*/(*()2

G/&G89-=/3**1/(*/**3% !3**"$/

(*/ Y&A:R&7% r/% W6J=&7% ^/% p Y;-7% o/ _ =,F&A J&;9F-,79A C,+&A ,@ =&67,89:;-< 89-= +->,7+&7> 87,+6<&+ -= 79:> JD 897:-9A ><-9:-< =&7F& -=G67D/ 81 4!

ED% 3*'L3("% +,-.(*/(*()2*0*4L0#'#!#*$#(*14LY% !(##*$/

((/ h-C% Y/N/% p X;6=B% `/M/ _= &U8&7-C&=:9A C,+&A @,7 8&7-8;&79A =&67,89:;D 87,+6<&+ JD >&BC&=:9A >8-=9A =&7F& A-B9:-,= -= :;& 79:/ 81 4! ML%

0''L0)0% +,-.(*/(*()2*0*4L0#'#!#3$#**4(L#% !(##3$/

83



`,67=9A ,@ V->69A-R&+ QU8&7-C&=:> HHH/G,F&/<,C

X,8D7-B;: a 3*(4  X7&9:-F& X,CC,=> _::7-J6:-,=L5,=X,CC&7<-9A Z-<&=>& `6AD 3*(4 b  "#  b &'()*" b P9B& ) ,@ 1

(3/ V9+9KK9=% h/ I/% `-9% o/ N/% p r;6,% M/ _ J&;9F-,79A C,+&A ,@ =&67,89:;-< 89-= -=+6<&+ JD A-B9:-,= ,@ :;& <,CC,= 8&7,=&9A =&7F& -= C-<&/ :!

81 4! N% 141L1')% +,-. (*/(*()2G/G89-=/3**'/*1/**'% !3**'$/

(0/ W&<,>:&7+% I/% p c,,A@% X/ `/ Y897&+ =&7F& -=G67D. 9= 9=-C9A C,+&A ,@ 8&7>->:&=: 8&7-8;&79A =&67,89:;-< 89-=/ 81 4! KO% (4#L('"% +,-. (*/(*()2

Y*0*4L0#'#!**$**31)L(% !3***$/

(4/ Y;-&A+>% Y/ W/% Q<K&7:% c/ _/% p T9>J96C% _/ I/ Y897&+ =&7F& -=G67D C,+&A ,@ =&67,89:;-< 89-= -= :;& C,6>&. 9 J&;9F-,79A 9=+ 9=9:,C-<

9=9AD>->/ :!&81 4! E% 4)'L41*% +,-. (*/(*)12Y('3)L'#**!*0$**1"(L"% !3**0$/

('/ ^-<;=&7% M/% TG&776C% e/`/% 5DKG9&7% _/% p V9&B:&7% X/T/ E;& >897&+ =&7F& -=G67D !Y5I$ C,+&A ,@ -=+6<&+ C&<;9=-<9A 9AA,+D=-9 -= C-<&/ :!&; '!

<=$! !'4$% +,-. (*/01#(20*#3% !3*(($/

()/ T&=J,6R-+% M/ "#&17! X;7,=-<% J6: =,: 9<6:&% :7-<D<A-< 9=:-+&87&>>9=: :7&9:C&=: 9AA&F-9:&> =&67,89:;-< 9AA,+D=-9 9@:&7 ><-9:-< =&7F& <6@@-=B -=

C-<&/ <3%!&:!&81 4! 4>% (**"L(*(1% +,-. (*/(*()2G/&G89-=/3**"/*(/*(*% !3**"$/

(1/ o9A<-=% I/ "#&17! s3L9+7&=,<&8:,7> 97& &>>&=:-9A @,7 +&>-879C-=&% F&=A9@9U-=& ,7 7&J,U&:-=& 9<:-,= -= =&67,89:;-< 89-=/ 9"3%(> (7!&? '! DD%

0")L0#4% +,-. (*/(*()2G/=J+/3**"/((/**0% !3**#$/

("/ o9A<-=% I/ "#&17! s3L9+7&=,<&8:,7> 97& <7-:-<9A @,7 9=:-+&87&>>9=: :7&9:C&=: ,@ =&67,89:;-< 89-=/ 044!&9"3%(7! NM% 3("L33'% +,-. (*/(**32

9=9/3('43% !3**#$/

(#/ T9A9>6J79C9=D9=% Y/% Y:&CK,H>K-% P/Z/% Y:&JJ-=B% M/`/% p YC-:;% P/_/ Y<-9:-< <;7,=-< <,=>:7-<:-,= -=G67D 87,+6<&> <&AAL:D8&L>8&<-@-< <;9=B&>

-= :;& &A&<:7,8;D>-,A,B-<9A 87,8&7:-&> ,@ 79: >6J>:9=:-9 B&A9:-=,>9 =&67,=>/ :!&9"3%($*/' (7! IN% '1#L'#*% +,-. (*/(('32G=/***"1/3**)% !3**)$/

3*/ IK&+9% E/ "#&17! Q@@&<:> ,@ -=:79:;&<9A 9+C-=->:79:-,= ,@ =&H&7 9=:-+&87&>>9=:> ,= C&<;9=-<9A 9AA,+D=-9 -= 79: C,+&A> ,@ =&67,89:;-< 89-=/

9"3%('+ !&@"'! ND% 43L4)% +,-. (*/(*()2G/=&67&>/3**"/(*/**3% !3**#$/

3(/ E;9K,7% W/ h/ "#&17!&I=<7&9>&+ 8&7-8;&79A =&7F& &U<-:9J-A-:D 9=+ A,<9A 59V(/" C^5_ 68L7&B6A9:-,= -= 89-=@6A =&67,89:;D/ A(7!&81 4! M% 4E% +,-.

(*/((")2(144L"*)#L'L(4% !3**#$/

33/ r;6% o/S/% c6% t/% p N&=7D% `/ Z/ X;9=B&> -= @6=<:-,=9A 87,8&7:-&> ,@ _L:D8& J6: =,: XL:D8& >&=>,7D =&67,=>  4&B B( -= 9 79: C,+&A ,@ 8&7-8;&79A

=&67,89:;D/ :!&81 4&@"'! M% (1'L(#3% +,-. (*/3(412`P^/Y3)0)1% !3*(3$/

30/ X;&=B% N/o/ "#&17! W^Q_M -> 9 <7-:-<9A :79=><7-8:-,=9A 7&87&>>,7 @,7 89-= C,+6A9:-,=/ 6"77! 4LK% 0(L40% +,-. (*/(*()2Y**#3L")14!*($**)3#L"%

!3**3$/

34/ r;9=B% `/% p W& h,=-=<K% o/ Y89:-9A 9=+ :&C8,79A 7&A9:-,=>;-8 J&:H&&= C,=,<D:& <;&C,9::79<:9=: 87,:&-=L( &U87&>>-,= 9=+ >8-=9A BA-9A

9<:-F9:-,= @,AA,H-=B 8&7-8;&79A =&7F& -=G67D/ :!&9"3%(+*".! IO% 113L1"0% +,-. (*/((((2G/(41(L4('#/3**)/*014)/U% !3**)$/

3'/ T&BB>% Y/% Z-6% q/`/% hH9=% X/% p Y9A:&7% M/ c/ P&7-8;&79A =&7F& -=G67D 9=+ E^PV(L&U87&>>-=B 87-C97D 9@@&7&=: XL@-J&7> <96>& ,8&=-=B ,@ :;&

JA,,+LJ79-= J977-&7/ A(7!&81 4! N% 14% +,-. (*/((")2(144L"*)#L)L14% !3*(*$/

3)/ V9<;,=% P/% M9>>[% ^/% p n-JJ>% T/ S/ Y6J>:9=<& P 9=+ =&67,:&=>-= 97& 68L7&B6A9:&+ -= :;& A6CJ97 >8-=9A <,7+ ,@ 9=-C9A> H-:; =&67,89:;-<

89-=/ 614!&:!&;"#!&@"'! NK% ")L#3 !3**4$/

31/ _,69+% M/% P&:-:LW&C,6A-]7&% 5/% n,6C,=% o/% p P,->J&96% P/ Q:-@,U-=& >:-C6A9:&> 9AA,87&B=9=,A,=& >D=:;&>-> -= :;& >8-=9A <,7+ :, 87,+6<&

9=9AB&>-9 -= &U8&7-C&=:9A C,=,=&67,89:;D/ <3%!&:!&81 4! 4K% 3'"L)"% +,-. (*/(**32G/('03L3(4#/3*(0/**0)1/U/% !3*(4$/

3"/ P-:<;&7% n/ M/% ^-:<;-&% `/% p N&=7D% `/ Z/ P9H H-:;+79H9A :;7&>;,A+ -= :;& F,= S7&D ;9-7 :&>: -> -=@A6&=<&+ JD :;& >67@9<& ,= H;-<; :;& 79:

>:9=+>/ :!&9"3%(+ !&A"#*(5'! KO% ("'L(#0% +,-. (*/(*()2Y*()'L*31*!##$****4L1% !(###$/

3#/ T&96+7D% S/% n-797+% X/% p V9<;,=% P/ Q97AD +&U9C&:;9>,=& :7&9:C&=: 9@:&7 -C8A9=:9:-,= ,@ 9 ><-9:-<L=&7F& <6@@ +&<7&9>&> :;& <,=<&=:79:-,= ,@

>6J>:9=<& P -= :;& A6CJ97 >8-=9A <,7+ ,@ 79:> H-:; =&67,89:;-< 89-=/ 614!&:!&;"#!&@"'! O4% #*L#1 !3**1$/

0*/ P-:<;&7% n/ M/% p N&=7D% `/ Z/ X&AA6A97 C&<;9=->C> ,@ ;D8&79AB&>-9 9=+ >8,=:9=&,6> 89-= -= 9 >8-=9A-R&+ 79: C,+&A ,@ 8&7-8;&79A =&67,89:;D.

<;9=B&> -= CD&A-=9:&+ 9@@&7&=: -=86:> -C8A-<9:&+/ <3%!&:!&9"3%('+ ! 4>% 3**)L3*3*% +,-. (*/(*4)2G/(4)*L#')"/3***/***"1/U% !3***$/

0(/ P-:<;&7% n/ M/% p N&=7D% `/ Z/ 5,<-<&8:-F& 7&>8,=>& :, -==,<6,6> C&<;9=-<9A >:-C6A9:-,= -> C&+-9:&+ F-9 CD&A-=9:&+ 9@@&7&=:> 9=+ 5hL(

7&<&8:,7 9<:-F9:-,= -= 9 79: C,+&A ,@ =&67,89:;-< 89-=/ <=$!&9"3%(7! 4KN% (10L(#1% +,-. (*/(*()2G/&U8=&67,A/3**0/(*/*(#% !3**4$/

03/ P-:<;&7% n/ M/% p N&=7D% `/ Z/ n,F&7=-=B 7,A& ,@ 87-C97D 9@@&7&=: +7-F& -= -=<7&9>&+ &U<-:9:-,= ,@ >8-=9A =,<-<&8:-F& =&67,=> -= 9 C,+&A ,@

><-9:-< =&67,89:;D/ <=$!&9"3%(7! >4E% 3(#L33"% +,-. (*/(*()2G/&U8=&67,A/3**"/*"/**0% !3**"$/

00/ Z6% V/Y/ "#&17! T79-=L+&7-F&+ =&67,:7,8;-< @9<:,7 +7-F&> :;& <;9=B&> -= &U<-:9:,7D >D=98:-< :79=>C->>-,= -= :;& 79: >68&7@-<-9A +,7>9A ;,7= :;9:

@,AA,H ><-9:-< =&7F& -=G67D/ :!&8*/' (7! MKO% (*(0L(*03% +,-. (*/(((02G8;D>-,A/3**"/())0*)% !3**#$/

04/ ^69=B>7-% Y/% Z-=% _/% M6A867-% o/% Z&&% h/% Y8-B&AC9=% I/% p 5->;-C679% I/ ^&A9:-,=>;-8 ,@ 9U,=9A F,A:9B&LB9:&+ >,+-6C <;9==&A (/"

!59V(/"$ C^5_ 9<<6C6A9:-,= :, ><-9:-< =&7F& -=G67DL-=+6<&+ 89-=@6A =&67,89:;D -= 79:>/ :!&- (7!&6*".! >KN% 0#"0)L0#"41% +,-. (*/(*142

GJ</M(((/3)(1*(% !3*(($/

0'/ r;6% o/ S/% p N&=7D% `/ Z/ QU<-:9J-A-:D ,@ _s >&=>,7D =&67,=> -> 9A:&7&+ -= 9= 9=-C9A C,+&A ,@ 8&7-8;&79A =&67,89:;D/ -A6&9"3%('+ ! 4D% ('%

+,-. (*/((")2(41(L33*3L(0L('% !3*(3$/

0)/ X,6AA% `/ _/ "#&17! E79=>L>D=98:-< >;-@: -= 9=-,= B79+-&=: -= >8-=9A A9C-=9 I =&67,=> 9> 9 C&<;9=->C ,@ =&67,89:;-< 89-=/ 91#3%"! E>E% #0"L#43%

+,-. (*/(*0"2=9:67&*(")"% !3**0$/

01/ X,6AA% `/ _/ "#&17! TW5S @7,C C-<7,BA-9 <96>&> :;& >;-@: -= =&67,=9A 9=-,= B79+-&=: 6=+&7AD-=B =&67,89:;-< 89-=/ 91#3%"! EDK% (*(1L(*3(%

+,-.(*/(*0"2=9:67&*4330% !3**'$/

0"/ h&AA&7% _/ S/% T&BB>% Y/% Y9A:&7% M/ c/% p W& h,=-=<K% o/ E79=>@,7C9:-,= ,@ :;& ,6:86: ,@ >8-=9A A9C-=9 I =&67,=> 9@:&7 =&7F& -=G67D 9=+ C-<7,BA-9

>:-C6A9:-,= 6=+&7AD-=B =&67,89:;-< 89-=/ A(7!&81 4! D% 31% +,-.(*/((")2(144L"*)#L0L31% !3**1$/

0#/ S6=+D:6>% M/ Q/% S->;&7% h/% W79D% _/% N&=7D% `/ Z/% p X,+&77&% E/ `/ C4&B B( 9=:-=,<-<&8:-F& 9<:-F-:D ,@ 9=:-L79: CnA6^( 9=+ CnA6^' 9=:-J,+-&> -=

79:>/ 9"3%(%"$(%#! I% 10(L10' !(##"$/

4*/ S6=+D:6>% M/Q/% "#&17! h=,<K+,H= ,@ >8-=9A C&:9J,:7,8-< BA6:9C9:& 7&<&8:,7 ( !CnA6^!($$ 9AA&F-9:&> 89-= 9=+ 7&>:,7&> ,8-,-+ &@@-<9<D 9@:&7

=&7F& -=G67D -= 79:>/ -%!&:!&8*1%.1+(7! 4D>% 0'4L0)1% +,-. (*/(*0"2>G/JG8/*1*0"(*% !3**($/

4(/ X,+&77&% E/ `/% h6C97% 5/% Z&@&JF7&% X/ W/% p o6% `/ Y/ QF-+&=<& :;9: B9J98&=:-= 7&+6<&> =&67,89:;-< 89-= JD -=;-J-:-=B :;& >8-=9A 7&A&9>& ,@

BA6:9C9:&/ :!&9"3%(+*".! IE% ((0(L((0#% +,-. (*/((((2G/(41(L4('#/3**'/*03)0/U% !3**'$/

43/ h9JA-% 5/% p X9;-AA% X/ M/ _=:-L9AA,+D=-< &@@&<:> ,@ 8&7-8;&79A +&A:9 ,8-,-+ 7&<&8:,7> -= =&67,89:;-< 89-=/ 81 4! 4>O% "4L#0% +,-. (*/(*()2

G/89-=/3**)/*"/**0% !3**1$/

40/ N,A+7-+B&% Y/ V/% p X9;-AA% X/ M/ Y8-=9A 9+C-=->:79:-,= ,@ 9 +&A:9 ,8-,-+ 7&<&8:,7 9B,=->: 9::&=69:&> ;D8&79AB&>-9 9=+ 9AA,+D=-9 -= 9 79: C,+&A

,@ =&67,89:;-< 89-=/ <3%!&:!&81 4! 44% )"'L)#0% +,-. (*/(*()2G/&G89-=/3**)/(*/**"% !3**1$/

44/ T&=J,6R-+% M/ "#&17! uL,8-,-+ 7&<&8:,7> 97& <7-:-<9A @,7 :7-<D<A-< 9=:-+&87&>>9=: :7&9:C&=: ,@ =&67,89:;-< 9AA,+D=-9/ - (7!&8'/+* 1#%/! ND%

)00L)0)% +,-. (*/(*()2G/J-,8>D<;/3**1/*)/*()% !3**"$/

4'/ T,;7&=% o/ "#&17! vL,8-,-+ 7&<&8:,7> 97& =,: =&<&>>97D @,7 =,7:7-8:DA-=& :7&9:C&=: ,@ =&67,89:;-< 9AA,+D=-9/ <3%!&:!&81 4! 4E% 1**L1*4% +,-.

(*/(*()2G/&G89-=/3**#/((/*(4% !3*(*$/

84



`,67=9A ,@ V->69A-R&+ QU8&7-C&=:> HHH/G,F&/<,C

X,8D7-B;: a 3*(4  X7&9:-F& X,CC,=> _::7-J6:-,=L5,=X,CC&7<-9A Z-<&=>& `6AD 3*(4 b  "#  b &'()*" b P9B& 1 ,@ 1

4)/ o9A<-=% I/ "#&17! 5,<-<&8:-F& :;7&>;,A+> 97& <,=:7,AA&+ :;7,6B; >8-=9A s3L>6J6=-:L<,=:9-=-=B =-<,:-=-< 9<&:DA<;,A-=& 7&<&8:,7>/ 81 4! 4M>%

3(0(L3(01% +,-. (*/(*()2G/89-=/3*((/*'/*33% !3*(($/

41/ T,;7&=% o/ "#&17! _=:-+&87&>>9=:> >6887&>> =&67,89:;-< 89-= JD 9 8&7-8;&79A s3L9+7&=,<&8:,7 C&+-9:&+ 9=:-LE5Sw C&<;9=->C/ 9"3%(> (7!

? '! NL% 0#L'*% +,-. (*/(*()2G/=J+/3*(0/*"/*(3% !3*(0$/

4"/ X;,6<9-7L`99@97% 5/% o9A<-=% I/% ^,+&96% `/ Z/% c9A:->8&7B&7% Q/% S7&6=+LM&7<-&7% M/ `/% p T977,:% M/ s3L9+7&=,<&8:,7 9B,=->:> 9AA&F-9:&

=&67,89:;-< 9AA,+D=-9 -= C-<& 9@:&7 <;7,=-< :7&9:C&=:/ -%!&:!&8*1%.1+(7! 4MK% ()"0L()#4% +,-. (*/((((2G/(41)L'0"(/3**#/**'(*/U% !3**#$/

4#/ o9A<-=% I/ "#&17! X;7,=-< :7&9:C&=: H-:; 9B,=->:> ,@ s3L9+7&=&7B-< 7&<&8:,7> -= =&67,89:;-< 89-=/ <=$!&9"3%(7! >>4% (('L(3(% +,-. (*/(*()2

G/&U8=&67,A/3**#/(*/**"% !3*(*$/

'*/ X,K% e/ o/% QK&7% N/ Q/% o9A<-=% I/% T977,:% M/% p _7-J,B9=% _/ I> :;&7& 9 8A9<& @,7 sLC-C&:-<> -= <A-=-<9A C9=9B&C&=: ,@ =&67,89:;-< 89-=x

Y9AJ6:9C,A :;&798D -= >-U <9>&>/ 04"'#*"' (7(D/! 44>% (31)L(31#% +,-. (*/(*#12_Z5/*J*(0&0("(+4*0##% !3*(*$/

'(/ X;,6<9-7L`99@97% 5/ "#&17! X97+-,F9><6A97 &@@&<:> ,@ <;7,=-< :7&9:C&=: H-:; 9 s3L9+7&=,<&8:,7 9B,=->: 7&A-&F-=B =&67,89:;-< 89-= -= C-<&/

9"3%($*1%.1+(7(D/! N4% '(L)*% +,-. (*/(*()2G/=&67,8;97C/3*((/*3/*('% !3*(($/

'3/ o9A<-=% I/ "#&17! _ :-C&L+&8&=+&=: ;->:,7D ,@ C,,+ +->,7+&7> -= 9 C67-=& C,+&A ,@ =&67,89:;-< 89-=/ - (7!&8'/+* 1#%/! OL% #4)L#'0% +,-. (*/(*()2

G/J-,8>D<;/3*((/*1/*(1% !3*(($/

85



 !"#$%&'!(')*+"%&*,-.'/01-#*2-$3+ 44456!7-58!2

9!1:#*;<3'='>?@A''9#-%3*7-'9!22!$+'B33#*C"3*!$DE!$9!22-#8*%&'F*8-$+- G%;-'@'!('@

 !"#$%!&'()%'"(*+$,

-.#(/0%!"%0(1#$2#(34**%56( +7#&(+*(1#4$+8!".%0(9!%5(%5( %0#

H1-I'J%&8*$
@
K'L%&*2'M-;%3

@K>
K'N&!#-$3'O%#3<%+

@K>
K'/&*+%C-3<'P%&3*+1-#;-#

@
K'MQ&%$*-'R#-2-#

@K>
K'/#*8'L%&7%3

@K>KS
K'M*8<-&'O%##!3

@

@
H$+3*3"3'.-+'E-"#!+8*-$8-+'9-&&"&%*#-+'-3'H$3Q;#%3*7-+'TGUS>@>K'9-$3#-'E%3*!$%&'.-'&%'U-8<-#8<-'L8*-$3*(*V"-

>
T$*7-#+*3Q'.-'L3#%+C!"#;

S
WX1*3%"0'T$*7-#+*3%*#-+'.-'L3#%+C!"#;

9!##-+1!$.-$8-'3!Y'H1-I'J%&8*$'%3':%&8*$Z*$8*D8$#+5"$*+3#%5(#

TUFY'<331Y[[44456!7-58!2[7*.-![\@]?^

_`HY'.!*Y@?5Sab@[\@]?^

 !"#$%!&'

1!:# 3+:8!5; 3!"!&+6(14:<#$ 3+::#5"'

G/D>?'1!&:-3<:&-$-'3"C*$; W%#7%#.'B11%#%3"+ GJ>D\bD^S>S L1&*33-.'C-(!#-'+"#;-#:

R-3%2*$- 9-$3#%7-3 HMB??A

c:&%,*$-'W9& L*;2% c@>\@ N#-+<&:'1#-1%#-.'C-(!#-'+"#;-#:

`8#:D;-& 9-$3#%7-3

G&*-#+ NLd @@??SD@> \>5\'22'+3#%*;<3

O"&&.!;'8&%21 NLd 1@S?'@^?S^DA\

G-#(!#%3-.'1&%3- 9ddM

7!$'N#-:'(*&%2-$3+ O*!+-C E9D@>aa\

86



Chapitre 2 

Effet antiallodynique des inhibiteurs de 

phosphodiestérases (PDE) 
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Figure R-1. Effet d�un traitement par iPDE non-séléctif sur l�allodynie neuropathique. Au jour 0, le 

manchon de polyéthylène est posé autour de la branche principale du nerf sciatique pour les animaux du 

groupe �Cuff�. Le traitement débute au jour 15 (pointillés) et se poursuit jusqu�au jour 36 post-chirurgie. 

Les animaux recoivent des injections intrapéritonéales bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilité méca-

nique est évalué par le test des filaments de von Frey. (A) Un traitement prolongé par la théophylline 

(n=6/groupe) soulage l�allodynie neuropathique. (B) L�administration répétée d�ibudilast (n=5/groupe) 

supprime l�allodynie neuropathique. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM. Contra., contro-

latérale ; Ipsi., ipsilatérale ; Sal, saline. 

Figure R-2. Effet de différents iPDE sur l�allodynie neuropathique. Au jour 0, le manchon de 

polyéthylène est posé autour de la branche principale du nerf sciatique pour les animaux du groupe 

�Cuff�. Le traitement débute au jour 15 (pointillés) et se poursuit jusqu�au jour 36 post-chirurgie. Les 

animaux recoivent des injections intrapéritonéales bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilité méca-

nique est évalué par le test des filaments de von Frey. (A) Le traitement par la vinpocétine 

(n=6/groupe) ; l�EHNA (n=5/groupe) ou la milrinone (n=5/groupe) n�a aucun effet sur l�allodynie 

induite par la pose du manchon. (B) Le traitement prolongé par le rolipram (n=9/groupe) soulage 

l�allodynie neuropathique. De la même façon une administration répétée de sildénafil (n=5/groupe) 

et de zaprinast (n=5/groupe) supprime l�allodynie neuropathique. Les données sont exprimées en 

moyennes ± SEM. Contra., controlatérale ; Ipsi., ipsilatérale ; Sal, saline.  
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I. Criblage pharmacologique 

A. Introduction 

Un traitement prolongé par les antidépresseurs (Yalcin et al., 2009b) et les  2-

agonistes (Choucair-Jaafar et al., 2009; Yalcin et al., 2010) est nécessaire pour 

obtenir l�effet antiallodynique chez la souris. Dans la lignée de ces résultats, nous 

avons évalué l�effet d�un traitement prolongé par différents inhibiteurs de 

phosphodiestérases (iPDE) sur l�allodynie neuropathique. 

B. Protocole 

Les expériences ont été réalisées sur des souris mâles adultes C57BL/6J. Le 

traitement par les différents iPDE débute au jour 15 post-chirurgie et se poursuit 

jusqu�au jour 37. Les injections sont biquotidiennes (matin et soir) et réalisées par voie 

intrapéritonéale. Les tests nociceptifs sont effectués avant l�injection du matin, afin 

d�évaluer l�effet antiallodynique d�un traitement prolongé. 

C. Résultats 

Le seuil nociceptif mécanique des animaux est déterminé grâce aux filaments de 

von Frey avant la chirurgie et constitue la ligne de base observée avant le jour 0 

(Figure R-1.A). Un traitement prolongé par la théophylline, iPDE non sélectif, soulage 

l�allodynie mécanique après 2 semaines (Figure R-1.A), la récupération étant totale 

au 19ème jour de traitement. Un traitement répété par l�ibudilast, iPDE non sélectif, 

supprime aussi l�allodynie neuropathique (Figure R-1.B). En utilisant des inhibiteurs 

sélectifs de diverses PDE, nous montrons que des iPDE1 (vinpocétine), iPDE2 (EHNA) 

et iPDE3 (milrinone) n�ont pas d�effet sur le seuil de sensibilité mécanique (Figure R-

2.A). Par contre le rolipram (iPDE4) bloque l�allodynie induite par la pose du

manchon, cet effet étant significatif à partir du 14ème jour de traitement. Un retour à 

des valeurs équivalentes aux contrôles s�observe après 16 jours de traitement (Figure 

R-2.B). De la même façon, le sildénafil (iPDE5) augmente le seuil de sensibilité 

mécanique chez les animaux Cuff après 12 jours de traitement (Figure R-2.B). Enfin, le 

zaprinast (iPDE5, 6 et 9) soulage également l�allodynie neuropathique, après 16 jours 

de traitement (Figure R-2.B). Nous avons ensuite vérifié si l�effet antiallodynique du 

rolipram est généralisable à d�autres iPDE4. Ainsi, on observe une réduction 
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significative de l�allodynie mécanique chez les animaux traités par l�YM976 (Figure R-

3.A) ou l�étazolate (Figure R-3.B) au 14ème jour de traitement. 

E. Statistiques 

 Analyse de la variance (ANOVA)  Analyse post-hoc (Test de Duncan) 

Molécules Interaction Statistique P-valeur Comparaison des groupes 
Jours post-
chirurgie 

Jours de 
traitement 

P-valeur 

Théophylline  
Patte X Traitement

X Temps 
F9.216 = 3,98  < 0,01 

Cuff Theo. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 27-36  < 0,001 

Cuff Theo. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 34-36   > 0,05 

Ibudilast  
Patte X Traitement

X Temps 
F4,80 = 8,14 < 0,001 

Cuff Ibd. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 3-7  < 0,001 

Cuff Ibd. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 4-7  > 0,05 

Vinpocétine  
Patte X Traitement

X Temps 
F11,264 = 1,47  > 0,05 

EHNA  
Patte X Traitement 

X Temps 
F11,242 = 0,50 > 0,05 

Milrinone  
Patte X Traitement

X Temps 
F11,242 = 1,42  > 0,05 

Rolipram  
Patte X Traitement

X Temps 
F11,330 = 4,47  < 0,001 

Cuff Rol. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 29-36  < 0,05 

Cuff Rol. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 31-36   > 0,05 

Sildénafil  
Patte X Traitement

X Temps 
F9,198 = 6,51 < 0,001 

Cuff Sild. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 27-36  < 0,05 

Cuff Sild. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 34-36 > 0,05 

Zaprinast  
Patte X Traitement

X Temps 
F11,197 = 3,91 < 0,001 

Cuff Zap. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 31-36 < 0,05 

Cuff Zap. Ipsi.= Cuff Sal. Contro. Jour 34-36  > 0,05 

YM976  
Patte X Traitement 

X Temps 
F11,264 = 6,99 < 0,001 

Cuff YM. Ipsi > Cuff Sal. Ipsi. Jour 29-36  < 0,05 

Cuff YM. Ipsi. > Cuff Sal. Contro. Jour 34-36  < 0,05 

Etazolate  
Patte X Traitement

X Temps 
F9,180 = 9,90 < 0,001 

Cuff Theo. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 29-36  < 0,05 

Cuff Eta. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 34-36 > 0,05 

F. Conclusion 

Ce criblage pharmacologique a mis en évidence l�effet antiallodynique d�un 

traitement prolongé par des iPDE non-sélectifs et par des iPDE4 et iPDE5. Le délai 

thérapeutique des iPDE est en général similaire à celui observé lors d�un traitement 

par les antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008a) et  les  2-mimétiques (Choucair-

Jaafar et al., 2009), soit environ 2 semaines. Par contre, il est intéressant de noter que 

pour l�ibudilast 7 jours de traitement ont suffit pour soulager l�allodynie 

neuropathique. Cette donnée est à rapprocher d�une étude récente dans laquelle 

une administration répétée d�ibudilast (10 mg/kg) soulageait l�allodynie 

neuropathique, avec un délai d�action similaire à celui observé dans notre étude 

(Ledeboer et al., 2006). Divers mécanismes pourraient donc sous-tendre l�action des 

iPDE sur la douleur neuropathique. 
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Figure R-3. Généralisation de l�effet antiallodynique des iPDE4. Au jour 0, le manchon de polyé-

thylène est posé autour de la branche principale du nerf sciatique pour les animaux du groupe 

�Cuff�. Le traitement débute au jour 15 (pointillés) et se poursuit jusqu�au jour 36 post-chirurgie. Les 

animaux recoivent des injections intrapéritonéales bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilité méca-

nique est évalué par le test des filaments de von Frey. (A) Le traitement par l�YM976 (n=6/groupe) 

bloque l�allodynie induite par la pose du manchon. (B) Le traitement prolongé par l�étazolate 

(n=4/groupe) soulage l�allodynie neuropathique. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM. 

Contra., controlatérale ; Ipsi., ipsilatérale ; Sal, saline.
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II. Dose-réponse de l�effet antiallodynique d�un iPDE4 et d�un iPDE5

A. Introduction 

Au vu des données de la littérature et des résultats précédents, nous nous sommes 

intéressés à l�effet antiallodynique des iPDE4 et des iPDE5. Les données antérieures 

montrent que l�effet antiallodynique des  2-agonistes reste présent à faible dose 

(Choucair-Jaafar et al., 2009), similaires à celles utilisées en clinique pour le 

traitement de pathologies respiratoires. Ainsi, nous avons voulu tester si l�effet 

antiallodynique des iPDE4 et iPDE5 dépendait de la dose utilisée.  

B. Protocole 

Nous avons utilisé des souris mâles adultes C57BL/6J âgées de 6 à 8 semaines en 

début d�expérience. Les expériences comportementales sont menées selon le 

même schéma expérimental que précédemment (section III.A partie protocole).  

C. Résultats 

1. Effet d�un traitement prolongé par un iPDE4 : dose-réponse

La dose minimum efficace (DME) de rolipram est de 0,125 mg/kg (Figure R-4.C). 

En effet, un traitement prolongé par le rolipram à une dose de 0,03 mg/kg et 

0,06 mg/kg n�induit aucun changement du seuil de sensibilité mécanique chez les 

animaux (Figure R-4.A et B). L�administration répétée de rolipram à 0,5 mg/kg 

augmente le seuil de sensibilité mécanique à partir de 2 semaines de traitement. Un 

retour à des valeurs équivalentes à la patte controlatérale s�observe à partir du 

16ème jour de traitement (Figure R-4.E). A la dose de 0,25 mg/kg, l�effet 

antiallodynique débute après 16 jours de traitement (Figure R-4.D). Enfin, la dose de 

0,125 mg/kg ne soulage l�allodynie neuropathique qu�après 19 jours de traitement. 

Notons, qu�à cette dose ce n�est qu�au 25ème jour de traitement que le seuil de 

sensibilité mécanique des animaux atteint des valeurs similaires à celles mesurées 

pour la patte controlatérale (Figure R-4.C). Ainsi, nous pouvons voir qu�en diminuant 

progressivement les doses de rolipram, l�effet antiallodynique est retardé.  
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Figure R-4. Effet antiallodynique d�un iPDE4 : dose-réponse. Au jour 0, le manchon de polyéthylène 

est posé autour de la branche principale du nerf sciatique pour les animaux du groupe �Cuff�. Le traitement 

débute au jour 15 (pointillés) et se poursuit jusqu�au jour 36 post-chirurgie. Les animaux recoivent des 

injections intrapéritonéales bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilité mécanique est évalué par le test des 

filaments de von Frey avant la chirurgie correspondant à la ligne de base �B� et à plusieurs reprises après 

la chirurgie. (A) Un traitement prolongé par le rolipram à la dose de 0,03 mg/kg (n=5/groupe) et (B) 0,06 

mg/kg (n=5/groupe) n�induit aucun changement du seuil de sensibilité mécanique. (C) (D) (E) Un traite-

ment par le rolipram à 0,125 mg/kg (n=5/groupe) à 0,25 mg/kg (n=5/groupe) ou à 0,5 mg/kg (n=9/groupe) 

soulage de façon durable l�allodynie neuropathique. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM. 

Contra., controlatérale ; Ipsi., ipsilatérale ; Sal, saline.  

A. B.

Figure R-5. Effet antiallodynique d�un iPDE5 : dose-réponse. Au jour 0, le manchon de polyéthylène 

est posé autour de la branche principale du nerf sciatique pour les animaux du groupe �Cuff�. Le traite-

ment débute au jour 15 (pointillés) et se poursuit jusqu�au jour 36 post-chirurgie. Les animaux recoivent 

des injections intrapéritonéales bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilité mécanique est évalué par le test 

des filaments de von Frey avant la chirurgie correspondant à la ligne de base �B� et à plusieurs reprises 

après la chirurgie (A) Un traitement prolongé par le sildénafil à la dose de 0,005 mg/kg (n=5/groupe) 

n�induit aucun changement du seuil de sensibilité mécanique. (B) (C) (D) Un traitement par le sildénafil à 

0,0075 mg/kg (n=5/groupe), à 0,01 mg/kg (n=6/groupe) ou à 0,02 mg/kg (n=6/groupe) soulage l�allodynie 

neuropathique. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM. Contra., controlatérale ; Ipsi., ipsilaté-

rale ; Sal, saline.   

A. B. C. D.

C. D. E.
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2. Effet d�un traitement prolongé par un iPDE5 : dose-réponse

Le sildénafil, à la dose de 0,01 mg/kg et 0,02 mg/kg, bloque l�allodynie induite par 

la pose du manchon. Cet effet est toujours ipsilatéral et débute respectivement 12 et 

14 jours après le début du traitement (Figure R-5.C et D). A la dose de 0,0075 mg/kg, 

correspondant à la DME, l�effet antiallodynique du sildénafil apparait au 14ème jour 

de traitement (Figure R-5.B). Enfin, l�effet thérapeutique est perdu lorsque la dose de 

sildénafil est de 0,005 mg/kg (Figure R-5.A).  

D. Statistiques 

 Analyse de la variance (ANOVA)  Analyse post-hoc (Test de Duncan) 

Molécules Interaction Statistique P-valeur Comparaison des groupes 
Jours de 

traitement 
P-valeur 

Rol. (0,5 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F11,330 = 4,47  < 0,001 

Cuff Rol. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 14-21  < 0,05 

Cuff Rol. Ipsi. = Cuff Sal. Contro.  Jour 16-21   > 0,05 

Rol. (0, 25 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F11,242 = 3,77  < 0,001 

Cuff Rol. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 16-21  < 0,05 

Cuff Rol. Ipsi. = Cuff Sal. Contro.  Jour 19-21     > 0,05 

Rol. (0,125 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F13,208 = 2,83  < 0,001 

Cuff Rol. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 19-25 < 0,01 

Cuff Rol. Ipsi. = Cuff Sal. Contro.  Jour 25-28  > 0,05 

Rol. (0,06 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F8,144 = 0,32  > 0,05 

Rol. (0,03mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F8,144 = 0,42  > 0,05 

Sild. (0.02 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F5,100 = 4,03 < 0,01 

Cuff Sild. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 14-21  < 0,01 

Cuff Sild. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 14-21  > 0,05 

Sild. (0.01 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F9,198 = 6,51 < 0,001 

Cuff Sild. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 12-21 < 0,001 

Cuff Sild Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 19-21   > 0,05 

Sild. (0.075 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F5,110 = 3,77 < 0,01 

Cuff Sild. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 14-21  < 0,05 

Cuff Sild. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 21  > 0,05 

Sild. (0.005 mg/kg) 
Patte X Traitement

X Temps 
F5,110 = 0,53  > 0,05 

E.  Conclusion 

Cette étude dose-réponse montre que l�effet antiallodynique du sildénafil et du 

rolipram reste présent à faible dose. Ces données indiquent, l�existence d�un effet 

« tout ou rien ». En effet, un traitement par le sildénafil ou le rolipram aux doses 

efficaces induit un soulagement complet de l�allodynie neuropathique. Au cours de 

cette étude, nous n�avons pas observé de doses pour lesquelles on a un 

soulagement partiel de l�allodynie mécanique, suggérant l�existence d�un effet seuil. 
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Chapitre 3 

Des antidépresseurs aux inhibiteurs de PDE : 

rôle du système opioïdergique 
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I. Role of kappa opioid receptor in the antidepressant treatment of neuropathic pain 

Salim Megat *, Yohann Bohren *, Stephane Doridot, Claire Gaveriaux-Ruff, Brigitte L. 

Kieffer, Marie-José Freund-Mercier, Ipek Yalcin and Michel Barrot 

Les antidépresseurs tricycliques constituent le traitement de référence des 

douleurs neuropathiques (Attal et al., 2010). Les données précliniques ont mis en 

évidence que les récepteurs ! des opioïdes (DOR) (Benbouzid et al., 2008c) mais pas 

les récepteurs " (MOR) (Bohren et al., 2010) sont nécessaires à l�effet antiallodynique 

des antidépresseurs. Dans cette étude, nous avons évalué le rôle des récepteurs k 

des opioïdes (KOR). 

Pour cela, nous avons utilisé un modèle de douleur neuropathique induit par la 

pose d�un manchon de polyéthylène « Cuff » autour de la branche principale du 

nerf sciatique (Benbouzid et al., 2008b). La compression induite par la pose du 

manchon entraine l�apparition d�une allodynie mécanique ipsilatérale mesurée par 

le test des filaments de von Frey.  

Un traitement prolongé par la nortriptyline soulage complètement l�allodynie 

neuropathique chez les animaux sauvages et déficients pour les KOR. Néanmoins, 

l�injection aiguë de norbinaltorphimine (nor-BNI), antagoniste des KOR, supprime 

l�effet thérapeutique de la nortriptyline. De manière intéressante, l�effet du nor-BNI 

est présent chez les animaux sauvages et déficients pour les KOR suggérant un effet 

non-sélectif de la molécule. En utilisant des administrations aiguës d�agonistes des 

DOR, des KOR ou des MOR, nous avons mis en évidence que la sélectivité du nor-BNI 

est dépendante du temps après l�injection. En effet, lorsque le test est effectué 60 

minutes après l�injection, le nor-BNI bloque l�effet analgésique d�un agoniste des 

DOR et des KOR. A l�inverse, le nor-BNI bloque sélectivement l�effet analgésique d�un 

agoniste KOR lorsque le test est effectué 8 heures après l�injection. 

Cette étude révèle que les KOR ne sont pas nécessaires à l�effet antiallodynique 

des antidépresseurs. Par ailleurs, le nor-BNI bloque l�effet antiallodynique de la 

nortriptyline, et cet effet semble lié à son action sur les DOR mais pas les MOR. 

Dans cette étude j�ai participé à la réalisation des expériences, ainsi qu�à 

l�écriture de l�article. Le manuscrit est actuellement en révision. 
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Summary 

BACKGROUND AND PURPOSE. Tricyclic antidepressants are clinically first line 

treatments of neuropathic pain. Opioid receptors participate in this pain-relieving 

action, and preclinical studies in receptor-deficient mice have highlighted a critical 

role of the delta, but not mu opioid receptors. In this work, we address the question 

of the role of kappa opioid receptors (KOP) in the antiallodynic action of tricyclic 

antidepressants. 

EXPERIMENTAL APPROACH. We used a model of neuropathic pain induced by 

unilateral sciatic nerve cuffing. In this model, the mechanical allodynia was 

evaluated using the von Frey filaments. Experiments were conducted in C57BL/6J 

mice, in KOP-deficient mice and their wild-type littermates. The tricyclic 

antidepressant nortriptyline (5 mg.kg-1) was delivered twice a day over two weeks. 

Agonists and antagonists of opioid receptors allowed testing the selectivity of the 

KOP antagonist norbinaltorphimine (nor-BNI) in mice with neuropathic pain. 

KEY RESULTS. After 12 days of treatment, nortriptyline suppressed neuropathic 

allodynia in both wild-type and KOP-deficient mice. Surprisingly, acute nor-BNI 

reversed nortriptyline action in both wild-type and KOP-deficient mice. Further 

experiments exploring the time-dependent selectivity of nor-BNI showed that nor-BNI 

action is KOP-selective at a late time-point after administration (8 h), but not 

selective at a short time-point when it may also interact with delta opioid receptors.  

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS. KOP are not necessary to the action of a tricyclic 

antidepressant against neuropathic allodynia. The KOP antagonist nor-BNI may not 

be selective at a short time-point after its administration. This time-dependent 

selectivity has to be taken into account when using nor-BNI to address KOP functions. 

Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; DOP, delta-opioid receptor; i.p, 

intraperitoneal; KOP, kappa-opioid receptor; MOP, mu-opioid receptor; nor-BNI, 

norbinaltorphimine; s.c, subcutaneous; SEM, standard error of the mean; SNRI, 

serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors; SNC80, 4-[(R)-[(2S,5R)-2,5-dimethyl-4-

prop-2-enylpiperazin-1-yl]-(3-methoxyphenyl)methyl]-N,N-diethylbenzamide; TCA, 

tricyclic antidepressant drugs; U-50,488H, trans-3,4-dichloro-N-methyl-N-[2-(1-

pyrrolidinyl)-cyclohexyl]-benzeneacetamide. 
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Introduction 

Neuropathic pain is defined as a consequence of a lesion or a disease affecting 

the somatosensory system (Jensen e t a l., 2011). It is generally a chronic condition 

resistant to classical analgesic drug (Attal e t a l., 2010). The recommended 

pharmacotherapy for neuropathic pain includes the use of inhibitors of monoamines 

reuptake inhibitors, such as tricyclic antidepressant drugs (TCA) or serotonin and 

noradrenaline reuptake inhibitors (SNRI) (Dworkin e t a l., 2007; Attal e t a l., 2010). 

Preclinically, studies on TCA action in neuropathic pain models highlighted an 

implication of opioid receptors (Valverde e t a l., 1994; Gray e t a l., 1998; Marchand e t 

a l., 2003; Anjaneyulu and Chopra 2006; Mico e t a l., 2006; Nozaki a nd  Kamei 2006; 

Benbouzid e t a l., 2008a,b; Bohren e t a l., 2010; Wattiez e t a l., 2011). However, these 

pharmacological studies showed some discrepancies concerning the role of the 

different opioid receptors. 

Some studies showed a preferential involvement of the delta opioid receptor 

(DOP) in the antinociceptive effect of antidepressants (Gray e t a l., 1998; Schreiber e t 

a l., 1999; Benbouzid e t a l., 2008a), while others have shown an involvement of both 

mu opioid receptors (MOP) and DOP (Schreiber e t a l., 2000; Marchand e t a l., 2003; 

Nozaki and Kamei., 2006). The conflicting results observed in the literature may be 

related to differences between the models of neuropathic pain used or the studied 

symptom, but also to the limited in vivo  selectivity of opioid receptor antagonists. The 

problems of selectivity may be solved in part by using genetic approaches with 

different opioid receptor knockout mice. Indeed, using a murine model of 

neuropathic pain that is sensitive to long-term but not acute antidepressant 

treatment (Benbouzid e t a l., 2008a,b,c; Yalcin e t a l., 2009), we recently showed that 

the antiallodynic effect of chronic nortriptyline treatment was lost in DOP-deficient 

mice (Benbouzid et al., 2008c). Conversely this effect was maintained in MOP-

deficient mice (Bohren e t a l., 2010), demonstrating the critical role of DOP but not 

MOP in the antiallodynic action of a tricyclic antidepressant. However the role of 

kappa opioid receptors (KOP) in the neuropathic pain treatment remains unclear. 

The endogenous kappa opioid system is involved in a variety of physiological 

processes including analgesia, addiction, antipruritic activity, diuresis, feeding, 

respiratory and cardiovascular functions (DeHaven-Hudkins and Dolle 2004; Feng e t 

a l., 2012; Butelman e t a l., 2013). KOP are widely expressed throughout the brain, 

spinal cord, and dorsal root ganglia (Minami and Satoh 1995; Sim and Childers 1997), 
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and they can display antinociceptive activity in a variety of animal pain models, 

particularly concerning visceral pain (Simonin e t a l., 1998; Riviere, 2004). Moreover, 

mice lacking prodynorphin display increased tail-flick responses (Wang e t a l., 2001), 

while an upregulation of dynorphin, an endogenous KOP ligand, occurs in the dorsal 

horn of the spinal cord following persistent inflammatory pain (Parra e t a l., 2002). This 

is supportive of a pain modulation by the endogenous KOP pathway. In neuropathic 

pain models, the intraplantar injection of a KOP agonist produces a significant 

antinociceptive effect, reversed by the co-administration of the KOP antagonist nor-

BNI (Keita e t a l., 1995). A sustained release of endogenous prodynorphin-derived 

opioid peptides increases KOP activation in spinal dorsal horn and produces 

antinociceptive effects after sciatic nerve ligation (Xu e t a l., 2004), and KOP-

deficient mice have enhanced thermal hyperalgesic response, similar to nor-BNI 

treated mice following sciatic nerve ligation (Xu e t a l., 2004). While the kappa opioid 

system can be altered in neuropathic condition, its implication in the therapeutic 

effect of antidepressant drugs is yet to be elucidated. A pharmacological study in 

neuropathic mice treated with the TCA nortriptyline showed that nor-BNI could 

acutely reverse the antiallodynic action of the chronic TCA treatment (Benbouzid e t 

a l., 2008a). However, this effect was only present with 5 mg.kg-1, but not 2 mg.kg-1, of 

nor-BNI and has not been controlled using KOP-deficient mice. 

In the present study we used genetic and pharmacological approaches to 

determine whether KOP participates to the action of nortriptyline in neuropathic 

pain. Our data provide evidence that KOP are not necessary for the antiallodynic 

action of nortriptyline. We also show that the KOP antagonist nor-BNI displays a time-

dependent selectivity. In particular, it still acts in KOP knockout mice at short time-

points after its subcutaneous administration, demonstrating its lack of acute 

selectivity. 
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Methods 

The nomenclature for drugs and for their molecular targets conforms to the British 

Journal of Pharmacology Guide to Receptors and Channels (Alexander e t a l., 2013).  

Anima ls 

The generation of mice lacking KOP was previously described (Simonin e t a l., 

1998). These mice were under a C57BL/6J background for over 10 generations. 

Heterozygotes mice (KOP+/-) were bred in our animal facilities, genotyped upon 

weaning, and the experiments were conducted on adult male KOP+/+ and KOP-/- 

littermate mice weighing 25-30 g. The pharmacological experiments of Figure 5 used 

adult male C57BL/6J mice provided by the onsite breeding facilities of the 

Chronobiotron UMS3415, with ages between 8 and 12 weeks at surgery time.  

Mice were group-housed three to five per cage, maintained under a 12-h 

light/dark cycle and allowed access to water and food a d lib itum .  The animal 

facilities are legally registered for animal experimentation under Animal House 

Agreement C67-482-1. All procedures were performed in accordance with the 

guidelines for animal experimentation of the International Association for the Study of 

pain (IASP) and the European Communities Council Directive 86/609. All studies 

involving animals are reported in accordance with the ARRIVE guidelines for 

reporting experiments involving animals (Kilkenny e t a l., 2010; McGrath e t a l., 2010) 

and a total of 192 animals were used in the experiments described here. 

Ne uro p a thic  p a in mo de l 

The neuropathic pain was induced by inserting a cuff around the main branch of 

the right sciatic nerve (Benbouzid e t a l., 2008c; Yalcin e t a l., 2014). Surgeries were 

done under ketamine/xylazine anesthesia (ketamine: 17 mg.mL-1, xylazine: 2.5 

mg.mL-1, intraperitoneal, 4 mL.kg-1) (Centravet, Taden, France). The common branch 

of the right sciatic nerve was exposed and a 2 mm section of split PE-20 polyethylene 

tubing (Harvard Apparatus, Les Ulis, France) was placed around it (Cuff group). The 

shaved skin was closed using suture. Sham-operated mice underwent the same 

surgical procedure described above without implantation of the cuff (Sham group). 

No c ic e p tive  te st 

101



The mechanical threshold of hindpaw withdrawal was determined using von Frey 

hairs and results were expressed in grams (Bohren e t a l., 2010; Barrot, 2012; Yalcin e t 

a l., 2014). Mice were placed in clear Plexiglas® boxes (7 cm × 9 cm × 7 cm) on an 

elevated mesh screen. Calibrated von Frey filaments (Bioseb, Chaville, France) were 

applied to the plantar surface of each hindpaw in a series of ascending forces. Each 

filament was applied until it just bent. The gram value of the lower filament that gave 

a positive response, i.e. that induced at least 3 paw responses out of 5 trials, was 

considered as the paw withdrawal threshold for this animal. The effect of long-term 

antidepressant treatment was evaluated at given time-points (at least twice per 

week), before the morning antidepressant injection; the effect of acute drug 

injections was evaluated before (pre-test) and at different time-points (post-tests or 

time-course) following the injection of the considered drug. 

Che mic a ls 

The following drugs were used: nortriptyline hydrochloride, norbinaltorphimine 

dihydrochloride (nor-BNI),  naltrindole hydrochloride, 4-[(R)-[(2S,5R)-2,5-dimethyl-4-

prop-2-enylpiperazin-1-yl]-(3-methoxyphenyl)methyl]-N,N-diethylbenzamide (SNC80) 

were obtained from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France) and trans-3,4-

dichloro-N-methyl-N-[2-(1-pyrrolidinyl)-cyclohexyl]-benzeneacetamide (U-50,488H) 

was obtained from Tocris Biosciences (Bristol, UK). Morphine sulphate was kindly 

supplied by Francopia (Paris, France). All the drugs were dissolved in 0.9% 

physiological saline solution (NaCl) that was also used for control injections. 

Tre a tme nts 

The nortriptyline (5 mg.kg-1) treatment began 15 days after the surgery, and 

treatment lasted at least 20 days (Benbouzid e t a l., 2008a). Both nortriptyline and 

NaCl solutions were administered intraperitoneally twice per day (morning and 

evening) in a volume of 5 mL.kg-1. The subcutaneous injection of the DOP antagonist 

naltrindole (5 mg.kg-1) or the KOP antagonist nor-BNI (5 mg.kg-1) was done after at 

least two weeks of nortriptyline treatment. 

Pha rma c o lo g ic a l p ro file  o f no r-BNI 

The subcutaneous injection of morphine, of the KOP agonist U-50,488H or the DOP 

agonist SNC80 was done in the neuropathic condition only. At first, a pretreatment 
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was done with nor-BNI or its control (NaCl 0.9%). To test the nor-BNI selectivity in the 

early phase after its injection, morphine (10 mg.kg-1), SNC80 (10 mg.kg-1) and U-

50,488H (5 mg.kg-1) were injected 30 min later. The mice were tested before and 60 

min after the pretreatment. To test the nor-BNI selectivity in the late phase after its 

injection, morphine, SNC80 and U-50,488H were injected 7 h 30 after the 

pretreatment. In this condition the mice were tested before and 8 h after the 

pretreatment. Each condition was tested in independent sets of mice. 

Sta tistic a l a na lysis 

Data are expressed as mean ± SEM. Statistical analyses were performed using 

multifactor analysis of variance (ANOVA). The surgery procedure (Sham or Cuff) and 

the treatments (saline vs. drug injections) were taken as between-group factors. 

When needed, the time of test (either time course or preinjection vs. postinjection 

data) was taken as a within-subject factor. The Duncan test was used for post hoc 

comparisons. The significance level was set at P < 0.05. 
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Figure 1 Long-lasting mechanical allodynia after sciatic nerve injury in KOP+/+ and KOP-/- 

mice. Unilateral cuffing of the main branch of the sciatic nerve induced long-lasting mechanical 

allodynia, as tested using von Frey filaments. (A) The cuff implantation did not affect the mechani-

cal threshold of the contralateral paw (left paw). (B) The cuff implantation induced an ipsilateral 

(right paw) mechanical allodynia in both KOP+/+ and KOP-/- mice. Data are expressed as mean ± 

SEM, n (number of animals) are given between brackets.
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Figure 2 A chronic antidepressant treatment relieves neuropathic allodynia in KOP+/+ and KOP-/- 

mice. Nortriptyline treatment (5 mg.kg-1, i.p. twice injection per day) or its saline control (NaCl 0.9%) began 

on day 16 post-surgery and was maintained for at least 20 days (the black line above the graph indicates 

the treatment period). The mechanical threshold was measured before the morning drug injection to test the 

effect of chronic treatment. In KOP+/+ (A) and KOP-/- mice (B), the antidepressant treatment did not affect 

the mechanical threshold of the contralateral paw (left paw), but it suppressed the neuropathic allodynia on 

the ipsilateral paw (right paw). Data are expressed in mean ± SEM, n (number of animals) are given 

between brackets. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 Cuff treated versus Cuff saline group.
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Results 

Me c ha nic a l se nsitivity 

KOP-/- mice had the same baseline values for mechanical sensitivity as their wild-

type littermates (Figure 1A and 1B). The sham surgery did not affect the long-term 

paw withdrawal threshold, although a transitory drop of mechanical sensitivity was 

observed after the surgical procedure (Figure 1B). Conversely, cuff-implanted mice 

showed long-lasting ipsilateral mechanical allodynia, which was present in 

KOP+/+and in KOP-/- mice (Surgery × Time interaction, KOP+/+ F6,138 = 2.4, P < 0.05, KOP-/- 

F6,132 = 2.4, P < 0.05; post-hoc: Cuff < Sham in each genotype at P < 0.0001 on post-

surgery days 1-15) (Figure 1B). No difference was observed in the allodynia measure 

depending on the presence or absence of the KOP (Genotype effect, F6,270 = 1.0,  P > 

0.40). 

Antia llo dynic  e ffe c t o f the  a ntide p re ssa nt drug  no rtrip tyline  

Two weeks after the surgery, we started the treatment with either nortriptyline 

(5 mg.kg-1) or the control saline solution (NaCl 0.9%). The mice received two 

injections per day and were tested in the morning before drug injection. Previous 

data reported that this treatment has no acute analgesic effect whereas it 

suppresses the neuropathic allodynia after 10 to 12 days of treatment (Benbouzid e t 

a l., 2008a; Bohren e t a l., 2010). Similarly, the nortriptyline treatment alleviated the 

cuff-induced allodynia in KOP+/+ mice after about 12 days of treatment (Surgery × 

Treatment × Time interaction, F9,189 = 6.71, P < 0.0001; post-hoc: (CuffNor = Sham) > 

CuffSal at P < 0.01 on post-surgery days 28-35) (Figure 2A). The same antiallodynic 

effect was also present in KOP-/- mice (F9,180 = 3.7,  P < 0.0001; post-hoc: (CuffNor = 

Sham) > CuffSal at P < 0.01 on post-surgery days 26-35) (Figure 2B). In both cases, 

nortriptyline suppressed the cuff-induced allodynia without affecting the mechanical 

threshold of the mice with sham surgery. Thus KOP did not appear necessary to the 

antiallodynic action of nortriptyline. 

DOP a nta g o nist e ffe c t 

Previous data highlighted a critical role of DOP in the antiallodynic action of 

nortriptyline (Benbouzid e t a l., 2008a,b; Choucair-Jaafar e t a l., 2014). We thus tested 

the effects of an acute injection of the DOP antagonist naltrindole (5 mg.kg-1) in the 

KOP+/+ and KOP-/- mice. After at least 2 weeks of treatment with nortriptyline, the 
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Figure 3 Acute DOP antagonist injection suppressed the antiallodynic effect of nortryptiline 

treatment in KOP+/+ and KOP-/- mice. After at least 2 weeks of antidepressant or saline treat-

ment, the animals received an injection of the DOP antagonist naltrindole (5 mg.kg-1, s.c.) or its 

control saline solution. The mechanical threshold was measured before and 30 min after injection. 

(A) While acute saline injection did not change the paw withdrawal threshold, naltrindole induced 

a relapse of mechanical allodynia in neuropathic KOP+/+ mice treated by nortriptyline. No effect of 

naltrindole or saline was seen in sham mice or in saline-treated neuropathic animals. (B) Similar 

results were obtained in KOP-/- mice. Data are expressed as mean ± SEM, n (number of animals) 

are given between brackets.
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Figure 4 Acute nor-BNI injection suppressed the antiallodynic effect of nortryptiline 

treatment in KOP+/+ and KOP-/- mice. After at least 2 weeks of antidepressant or saline treat-

ment, the animals received an injection of the KOP antagonist nor-BNI (5 mg.kg-1, s.c.) or its 

control saline solution. The mechanical threshold was measured before, 30 min and 8 h after 

nor-BNI injection. (A) nor-BNI induced a transitory relapse of mechanical allodynia in neuro-

pathic KOP+/+ mice treated by nortriptyline. (B) Similar results were obtained in KOP-/- mice. 

Data are expressed as mean ± SEM, n (number of animals) are given between brackets.
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injection of naltrindole acutely blocked the antiallodynic effect of nortriptyline 

(KOP+/+ F1,20 = 10.6, P < 0.01; KOP-/- F1,20 = 9.8,  P < 0.01) (Figure 3A and 3B). The injection 

of naltrindole induced a relapse of allodynia within 30 min after its administration, 

and this effect was present in both KOP-/- and KOP+/+ mice. We also observed that 

naltrindole did not induce any change in the mechanical sensitivity of mice with 

sham surgery or of neuropathic mice treated with saline (Figure 3A and 3B). 

KOP a nta g o nist e ffe c t 

A previous study showed that an acute administration of 5 mg.kg-1 of the KOP 

antagonist nor-BNI, but not 2 mg.kg-1, attenuated the antidepressant-induced 

antiallodynic action (Benbouzid e t a l., 2008a). On account of discrepancies 

between pharmacological and knockout results, we then tested the consequences 

of an injection of nor-BNI (5 mg.kg-1) in the KOP+/+ and KOP-/- mice. After at least 2 

weeks of treatment with nortriptyline or saline, the injection of nor-BNI suppressed the 

antiallodynic effect of nortriptyline treatment (Figure 4A). This effect was however 

present both in KOP+/+ and KOP-/- mice when we tested mice 30 min after nor-BNI 

injection (KOP+/+ F1,20 = 3.4, P < 0.05; KOP-/- F1,20 = 3.4, P < 0.05; post-hoc: (CuffNor = 

CuffSal) < Sham at P < 0.001) (Figure 4A and 4B). The effect of nor-BNI in KOP-/- mice 

supported a lack of selectivity of the nor-BNI at the 30 min time point. Previous studies 

showed that nor-BNI has long-lasting KOP antagonist activity (Spanagel e t a l., 1994; 

Patkar e t a l., 2013). Moreover, it was proposed that nor-BNI may act on MOP in the 

first hour after its administration, whereas the KOP antagonistic action gradually 

increases, reaching its maximum effect a few hours after the injection (Endoh e t a l., 

1992; Wettstein and Grouhel 1996). Therefore we tested the mice 8 h after the nor-BNI 

injection and at this time-point the nor-BNI had no more effect on the mechanical 

threshold in both KOP+/+ and KOP-/- neuropathic nortriptyline-treated mice (Figure 4A 

and 4B). 

Time -de p e nde nt se le c tivity o f no r-BNI 

To further study the selectivity of nor-BNI, we analyzed the antiallodynic action of a 

KOP agonist, U-50,488H (5 mg.kg-1), and a DOP agonist, SNC80 (10 mg.kg-1) in 

neuropathic mice. We observed an acute antiallodynic action of the KOP and DOP 

agonists 60 min after a saline pretreatment (F1,15 = 26.4, P < 0.0001; post-hoc (U-

50,488H = SNC80) > Sal, P < 0.0001). However, these antiallodynic effects of U-50,488H 
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or SNC80 were lost 60 min after nor-BNI pretreatment (F1,15 = 0.5, P > 0.6) (Figure 5A). 

Therefore, at a short time-point, the nor-BNI is able to block the antiallodynic effect of 

both a KOP and a DOP agonist. 

We then did a similar experiment 8 h after a saline or nor-BNI pretreatment. The 

KOP and DOP agonists displayed an antiallodynic action after the saline 

pretreatment (F1,15 = 11.00,  P <0.01; post-hoc (U-50,488H = SNC80) > Sal, P < 0.0001), 

but 8 h after the nor-BNI pretreatment the antinociceptive action of the KOP agonist 

was blocked whereas the DOP agonist remained fully effective (F1,15 = 19.6,  P < 

0.0001; post-hoc: (U-50,488H = Sal) < SNC80 at P < 0.001) (Figure 5B). These data 

illustrate that nor-BNI become selective of the KOP few hours after its injection, but 

may affect DOP at short time-points. 

Last, we tested whether nor-BNI could block the antiallodynic effect of morphine 

(10 mg.kg-1), which acts mainly through the MOP to induce its analgesic action 

(Matthes e t a l., 1996; Sora e t a l., 1997). We observed that nor-BNI had no effect on 

the morphine-induced mechanical analgesia whether 60 min (F1,10 = 0.02, P > 0.8) 

(Figure 5C ) or 8 h (F1,10 = 0.8, P > 0.1) (Figure 5D) after nor-BNI pretreatment. These 

experiments show that nor-BNI becomes selective for the KOP several hours after 

injection, and the non-specific effect observed at the short time-point was mainly 

due to an action on DOP but not on MOP. 
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Figure 5 The KOP antagonist nor-BNI has a time-dependent selectivity for opioid receptors. 

(A) A pretreatment with saline (s.c.) or nor-BNI (5 mg.kg-1, s.c.) was done in neuropathic animals 

(cuff). The mice then received an acute administration of a DOP agonist (SNC80, 10 mg.kg-1, s.c.), 

a KOP agonist (U-50,488H, 5 mg.kg-1, s.c.) or of saline 30 min after the nor-BNI injection, and the 

mechanical threshold was tested before and 60 min after the pretreatment. Nor-BNI prevented the 

analgesic effect of both agonists. (B) The same procedure was used, except that the DOP and KOP 

agonists were administered 7 h 30 after nor-BNI pretreatment, and the hindpaw mechanical thresh-

old was tested before and 8 h after pretreatment. Nor-BNI prevented the antiallodynic effect of the 

KOP agonist but not of the DOP agonist. (C) (D) The effect of nor-BNI was also evaluated on 

morphine-induced analgesia (10 mg.kg-1, s.c.) in neuropathic animals (cuff). Nor-BNI did not affect 

the morphine-induced analgesia, whether morphine was administered 30 min (C) or 7 h 30 (D) after 

nor-BNI. Data are expressed as mean ± SEM, n (number of animals) are given between brackets.
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Discussion and conclusions 

In this work, we studied the involvement of KOP in the antiallodynic action of the 

tricyclic antidepressant nortriptyline. We show that KOP is not necessary to this 

antiallodynic action, while a DOP antagonist suppresses it. Finally, we provide 

evidence supporting the poor selectivity of nor-BNI at short time-points after its 

injection. 

The basal mechanical sensitivity was similar in KOP+/+ and KOP-/- mice. This is in 

agreement with findings from other laboratories (Xu e t a l., 2004; Schepers e t a l., 

2008), even though a study also detected a slight reduction in the basal mechanical 

sensitivity threshold in the KOP-/- mice (Gaveriaux-Ruff e t a l., 2008), which may 

depend on the von Frey testing procedure (Barrot, 2012). Following induction of the 

neuropathy by sciatic nerve cuffing, the intensity of the mechanical allodynia was 

also similar for both genotypes. However, it should be noted that enhanced 

allodynia can be observed in another model of neuropathic pain (Xu e t a l., 2004). In 

certain conditions, KOP may thus have a modulatory action on mechanical 

sensitivity, but these receptors do not play a critical role in the establishment or the 

maintenance of neuropathic allodynia. 

Behavioral pharmacology studies have shown that the antidepressant-induced 

analgesia can be inhibited by naloxone, a non-selective opioid receptors antagonist 

(Biegon and Samuel 1980; Eschalier e t a l., 1981; Gray e t a l., 1998). Moreover, it has 

also been proposed that chronic antidepressant treatment can change the opioid 

receptors densities and increase the level of opioid peptides in different regions of 

the nervous system (Antkiewicz-Michaluk e t a l., 1987; Hamon e t a l., 1987). While some 

authors pharmacologically suggested an implication of MOP (Schreiber e t a l., 2000; 

Marchand e t a l., 2003), this is not supported by study in MOP deficient mice (Bohren 

e t a l., 2010) and DOP appears to be a major target of the antiallodynic action of 

antidepressants (Gray et al., 1998; Schreiber et al., 1999; Ozturk et al., 2006; 

Benbouzid et al., 2008c; Choucair-Jaafar et al., 2014). The link between the opioid 

system and antidepressant drugs is not limited to their action in a pain context (Lutz 

and Kieffer 2013). Indeed, the pharmacological blockade of opioid receptors 

suppresses the antidepressant effect of antidepressant compounds in a behavioral 

model of depression (Berrocoso e t a l., 2004). DOP deficient mice display anxiogenic 

and depressive-like behavior compared to the wild-type animals (Filliol e t a l., 2000), 

and DOP recruitment by a selective agonist has antidepressant-like effects in rodents 
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(Pradhan e t a l., 2011). Although the opioidergic system appears to be a common 

target for the treatment of depression and pain, the precise downstream mechanism 

involved remains to be elucidated. 

The role of the KOP in the antidepressant treatment of neuropathic pain remains 

controversial, only few studies suggested an implication of the KOP (Schreiber e t a l., 

1999; Schreiber e t a l., 2002; Benbouzid e t a l., 2008a). Using a genetic approach, we 

observe that the therapeutic benefit of a chronic antidepressant treatment remains 

present in KOP-/- mice. These results suggest that, as for MOP (Bohren e t a l., 2010), 

KOP is not necessary for the antiallodynic effect of nortriptyline. However, it has been 

previously shown that the acute administration of the KOP antagonist nor-BNI acutely 

suppressed the antiallodynic effect of chronic nortriptyline treatment (Benbouzid e t 

a l., 2008a). We presently confirm this acute action of nor-BNI, but we observed it in 

both wild-type and KOP-/- mice. 

Our data may question the in vivo  selectivity of nor-BNI. Nor-BNI has a high in vitro 

binding selectivity on KOP versus MOP and DOP receptors, with Ki values of 0.28, 47.2 

and 42.9 nM for KOP, MOP and DOP receptors, respectively (Takemori et al., 1988). 

Although nor-BNI has a high KOP antagonist activity in vitro  (Takemori e t a l., 1988) 

and a long-lasting KOP antagonist activity in vivo  (Endoh e t a l., 1992; Horan e t a l., 

1992; Broadbear e t a l., 1994), the temporal component seems to be a critical factor 

for its in vivo  selectivity (Endoh e t a l., 1992; Spanagel e t a l., 1994). For example, in the 

tail pinch test the KOP antagonistic action of nor-BNI gradually increases to reach a 

maximum effect at 2 h and is maintained over 4 days (Endoh e t a l., 1992). Moreover, 

nor-BNI (10 mg.kg-1) can still be present in brain homogenates up to 21 days after a 

single intraperitoneal administration, and is still able to block KOP agonist-induced 

analgesia 7 days after nor-BNI pretreatment (Patkar e t a l., 2013). This nor-BNI long 

lasting action in vivo  (Horan e t a l., 1992; Butelman e t a l., 1993; Broadbear e t a l., 1994) 

is present despite a non-covalent binding in vitro  (Bruchas e t a l., 2007). However, it 

should be noted that previous pharmacokinetics studies (Kishioka e t a l., 2013; Patkar 

e t a l., 2013) have only detected the nor-BNI molecule itself, which cannot exclude 

the possibility that nor-BNI is also biotransformed in vivo  to long-lasting metabolites 

that covalently bind to KOP (Bruchas e t a l., 2007). Nor-BNI has also been reported to 

antagonize morphine but not U-50,488H-induced analgesia in the first 30 min after its 

administration (Endoh e t a l., 1992). The non-selective activity of nor-BNI may in some 

cases be explained by doses. It appears to be the case for its interaction with MOP-
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related mechanisms: nor-BNI suppressed morphine-induced analgesia at a very high 

dose (30 mg.kg-1) but not at milder doses (3 and 10 mg.kg-1) (Wettstein and Grouhel 

1996), which is in agreement with our results showing no effect of 5 mg.kg-1 nor-BNI on 

morphine-induced analgesia. At a dose often used for in vivo  studies (Butelman e t 

a l., 1993; Menendez e t a l., 1993), our study evidences an interaction of nor-BNI with 

DOP-related mechanisms at short time points after its administration, but supports the 

KOP selectivity 8 h after nor-BNI administration. Lastly, we can note that our 

experiments were all conducted on the antiallodynic action in a model of 

neuropathic pain. Most of the studies that showed a time-dependent selectivity of 

nor-BNI on the KOP have been done with naïve animals (Endoh e t a l., 1992; Horan e t 

a l., 1992; Butelman e t a l., 1993). However, some works have shown neuropathy-

induced plasticity in the endogenous kappa opioid system (Stevens e t a l., 1991; Xu e t 

a l., 2004). Therefore we cannot rule out the possibility that a yet unknown mechanism 

induces off-target actions of nor-BNI in a neuropathic pain state. 

In conclusion, KOP are not necessary for the antiallodynic action of the tricyclic 

antidepressant nortriptyline. Together with previous studies on opioid receptor 

deficient mice, the present findings support the idea that DOP is the only opioid 

receptor critical for the relief of neuropathic mechanical allodynia after tricyclic 

antidepressant treatment. Furthermore, caution should be taken when using nor-BNI 

as KOP antagonist for behavioral studies. In particular, its time-dependent selectivity 

should be taken into account. 
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II. Rôle du système opioïdergique dans l�effet thérapeutique des  2-agonistes

A. Introduction 

Bien que l�implication du système opioïdergique dans l�effet antiallodynique des 

antidépresseurs ne fasse plus de doute, peu d�études se sont intéressées à son rôle 

dans l�effet thérapeutique des  2-agonistes. Une étude relate que l�administration 

aiguë de naltrindole, antagoniste des DOR, supprime l�effet antiallodynique d�un  2-

agoniste (Yalcin et al., 2010). Cette spécificité de l�implication des DOR reste tout de 

même à confirmer en utilisant des souris déficientes pour les MOR, les DOR ou les 

KOR. 

B. Protocole 

La génération des souris déficientes pour les MOR, DOR et KOR à été décrite 

précédemment (Matthes et al., 1996; Simonin et al., 1998; Filliol et al., 2000). Les 

expériences sont menées sur des mâles adultes. Le traitement prolongé par la 

terbutaline (0,5 mg/kg, i.p.) est effectué selon le même schéma expérimental que 

précédemment (Section Méthodes générales, III-B et C). A l�issue de la période 

traitement une injection de naltrindole (5 mg/kg, s.c.), antagoniste des DOR, a été 

réalisée. 

C. Résultats 

1. Effet antiallodynique d�un  2-agoniste : rôle des DOR, MOR et KOR

Un traitement prolongé par la terbutaline supprime l�allodynie induite par la 

neuropathie et l�effet apparait après une douzaine de jours de traitement (Figure R-

6.A). Le seuil de sensibilité des animaux traités par la terbutaline atteint des valeurs

similaires à celles observées pour les animaux Sham au 16ème jour de traitement. Afin 

d�évaluer le rôle du système opioïdergique, nous avons utilisé des souris déficientes 

pour les MOR, les DOR ou les KOR ainsi que leur phénotype sauvage. Les résultats 

sont exprimés sous la forme d�aires sous la courbe (AUC), et correspondent à la 

période de traitement qui s�établie du 16ème au 36ème jour post-chirurgie (Figure R-

6.B). Un traitement par terbutaline soulage l�allodynie neuropathique chez les souris 

sauvages et déficientes pour les MOR et les KOR. A l�inverse, l�effet antiallodynique 

de la terbutaline est perdu chez les animaux déficients pour les DOR. 
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Figure R-6. Effet de la terbutaline sur l�allodynie neuropathique chez des animaux wild-type, 

MOR-/-, KOR-/- et DOR-/-. Au jour 0, le manchon de polyéthylène est disposé autour de la branche princi-

pale du nerf sciatique pour les animaux du groupe Cuff. Le traitement débute au jour 15 (pointillés) et se 

poursuit jusqu�au jour 36 post-chirurgie. Les animaux recoivent des injections intrapéritonéales 

bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilité mécanique est évalué par le test des filaments de von Frey. (A) Un 

traitement prolongé par le terbutaline soulage l�allodynie neuropathique. (B) Le seuil de sensibilité mesuré 

pendant la période de traitement est exprimé en aire sous la courbe (AUC). Un traitement prolongé par la 

terbutaline supprime l�allodynie mécanique chez les animaux sauvages, KOR-/-  et MOR-/-. Aucun effet est 

n�est observé chez les animaux DOR-/-. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM (n=8/groupe 

pour les animaux Sham et n=9-12/groupe pour les animaux Cuff).
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Figure R-7. Effet d�une injection aiguë d�antagoniste DOR, la naltrindole. Apès 3 semaines 

de traitement par la terbutaline (0,5 mg/kg) ou une solution saline, les souris ont reçu une injection 

aiguë d�antagoniste des DOR, la naltrindole (5 mg/kg s.c). Le seuil nociceptif est évalué avant (0 

min) et 30 minutes après l�injection. L�injection de naltrindole supprime l�effet antiallodynique d�un 

traitement par la terbutaline chez les souris sauvages et déficientes pour les MOR et les KOR. 

Aucun effet du naltrindole n�est observé chez les animaux Sham. Les données sont exprimées en 

moyennes ± SEM (n=6-8/groupe pour les animaux Sham et n=6-12/groupe pour les animaux 

Cuff). 
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2. Effet d�une injection aiguë d�antagoniste des DOR : l  naltrindole.

Après environ 3 semaines de traitement, une administration aiguë de la 

naltrindole (5 mg/kg) supprime l�effet antiallodynique de la terbutaline chez les souris 

sauvages (Figure R-7.A). Le même effet est observé chez les animaux déficients pour 

les MOR et les KOR (Figure R-7.B et C). Notons que le naltrindole n�a aucun effet sur 

le seuil de sensibilité mécanique des animaux Sham traités ou non par la terbutaline 

(Figure R-7.A, B, C).  

D. Statistiques 

 Analyse de la variance  (ANOVA)  Analyse post-hoc (Test de Duncan)  

Traitement  Génotype Interaction Statistique 
P-

valeur 
Comparaison des groupes Temps 

P-
valeur 

Terbutaline WT 
Chirurgie X 

Traitement X Temps 
F7,231 = 10.25 < 0.001 

Cuff Terb. > Cuff Sal.  Jour 28-35 < 0.001 

Cuff Terb. = Sham Sal. Jour 31-35 > 0.05 

Terbutaline 
WT DOR

!/!
 

MOR
!/!

 KOR
!/!

 
Anova à 1 facteur  F3.23 = 23.82 < 0.001

Cuff Terb. WT > Cuff Terb 
DOR-/- 

< 0.001 

Cuff Terb. WT = Cuff Terb. 
MOR-/-  

> 0.05 

 Terbutaline 
+ 

Naltrindole  

WT 
Chirurgie X 

Traitement X Temps 
F1,33 = 18.83 < 0.001 Cuff Terb. WT < Sham Sal. WT  30 min. < 0.001 

MOR
!/!

 
Chirurgie X 

Traitement X Temps 
F1,21 = 21.61 < 0.001 

Cuff Terb. MOR-/- < Sham Sal. 
MOR-/-  

30 min. < 0.01 

KOR
!/!

 
Chirurgie X 

Traitement X Temps 
F1,20 = 5.05 < 0.01 

Cuff Terb. KOR-/- < Sham Sal. 
KOR-/-  

30 min. < 0.01 

E. Conclusion 

Par une approche transgénique, nous avons confirmé que les DOR sont 

nécessaires à l�effet antiallodynique des  2-agonistes. Cette donnée est à 

rapprocher de celles obtenues précédemment, démontrant le rôle crucial des DOR 

dans l�effet antiallodynique des antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008c; Bohren et 

al., 2010; Chapitre 3 section I. des Résultats). De manière intéressante, l�effet de la 

naltrindole reste présent chez les animaux déficients pour les MOR et les KOR 

confirmant que les DOR sont les seuls récepteurs des opioïdes nécessaires à l�effet 

thérapeutique des  2-agonistes.  
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III. Rôle du système opioïde !"#$% dans l�effet thérapeutique des iPDE4 et iPDE5

A. Introduction 

Une récente étude a démontré que l�administration d�antagonistes des MOR, des 

DOR mais pas des KOR supprimait l�effet antinociceptif d�un traitement par le sildénafil 

(iPDE5) (Yoon et al., 2008a). Tout d�abord, nous avons utilisé une approche 

transgénique dans laquelle un traitement prolongé par un l�un ou l�autre iPDE a été 

effectué chez des animaux déficients pour les MOR, les DOR ou les KOR. Par ailleurs, 

une approche pharmacologique utilisant des administrations aiguës d�antagonistes 

des DOR, des MOR, ou des KOR a été réalisée chez des animaux traités par un iPDE4 

ou un iPDE5.  

 B. Protocole 

Les expériences ont été menées sur des souris mâles déficientes pour les MOR, les 

DOR, ou les KOR ainsi que leurs contrôles sauvages. Le traitement prolongé par le 

rolipram (0,5 mg/kg, i.p.) ou le sildénafil (0,02 mg/kg, i.p.) est effectué selon le même 

schéma expérimental que précédemment (Section Méthodes générales, III-A).  

Une série d�expériences a ensuite été menée sur des souris mâles adultes 

C57BL/6J. De la même façon, ces animaux ont été traités au long cours par le 

rolipram ou le sildénafil (Section Méthodes générales, III-A). A l�issue de la période 

de traitement, une administration d�antagonistes des MOR, des DOR ou des KOR a 

été effectuée (Section Méthodes générales III-C). 

C. Résultats 

1. Effet thérapeutique d�un iPDE4 et iPDE5 : rôle des DOR, MOR et KOR

De la même manière que pour un antidépresseur (Benbouzid et al., 2008a) ou un 

 2-agoniste (Yalcin et al., 2010), un traitement prolongé par le rolipram (Figure R-8.A) 

ou le sildénafil (Figure R-10.A) soulage l�allodynie neuropathique. L�effet intervient 

après environ 12 jours de traitement par comparaison au traitement salin chez les 

souris sauvages. (Figure R-8.A et R-10.A) 

Afin d�évaluer le rôle des récepteurs des opioïdes, nous avons utilisé des souris 

déficientes pour les MOR, les DOR ou les KOR ainsi que leur phénotype sauvage. Un 

traitement prolongé par le rolipram induit un effet antiallodynique chez les souris 
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Figure R9. Effet antiallodynique du rolipram: rôle des DOR. Apès 3 semaines de traitement par le 

rolipram (0,5 mg/kg) ou une solution saline, les souris ont reçu une injection aiguë d�antagonistes des 

MOR, la naloxonazine (30 mg/kg) ; des KOR, le nor-BNI (5 mg/kg) ou des DOR, la naltrindole (5 

mg/kg). Le seuil nociceptif est évalué avant et 30 minutes après l�injection. (A) (B) (C) L�injection de 

naloxonazine, de nor-BNI ou de solution saline n�a aucun effet sur le seuil de réponse des animaux 

Cuff traités par le rolipram. (D) L�injection de naltrindole supprime l�effet antiallodynique d�un traitement 

par le rolipram. Aucun effet des différents antagonistes n�est observé chez les animaux Sham. (E) Un 

pré-traitement par la naloxonazine bloque l�effet analgésique de la morphine. Les données sont expri-

mées en moyennes ± SEM. (n=6 /groupe pour les animaux Sham et n= 6-7/groupe pour les animaux-

Cuff).  

Figure R-8. Effet du rolipram sur l�allodynie neuropathique chez des animaux wild-type, MOR-/-, 

KOR-/- et DOR-/-. Au jour 0, le manchon de polyéthylène est disposé autour de la branche principale du 

nerf sciatique pour les animaux du groupe Cuff. Le traitement débute au jour 15 (pointillés) et se pour-

suit jusqu�au jour 36 post-chirurgie. Les animaux reçoivent des injections intrapéritonéales 

bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilité mécanique est évalué par le test des filaments de von Frey. (A) 

Un traitement prolongé par le rolipram soulage l�allodynie neuropathique. (B) Le seuil de sensibilité 

mesuré pendant la période de traitement est exprimé en aires sous la courbe (AUC). Un traitement 

prolongé par le rolipram supprime l�allodynie mécanique chez les animaux sauvages, KOR-/-  et MOR-/-. 

Aucun effet du traitement n�est observé chez les animaux DOR-/-. Les données sont exprimées en moy-

ennes ± SEM (n= 6/groupe pour les animaux Sham et n=7-9/groupe pour les animaux Cuff).
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sauvages et celles déficientes pour les MOR et les KOR, mais aucun effet n�est 

observé chez les animaux déficients pour les DOR (Figure R-8.B). L�effet 

antiallodynique du sildénafil est présent chez les animaux sauvages et déficients 

pour les KOR. A l�inverse, l�effet du sildénafil est perdu chez les animaux déficients 

pour les MOR et chez ceux déficients pour les DOR (Figure R-10.B). 

2. Effet d�une injection d�antagoniste des DOR, des MOR ou des KOR  sur l�effet

thérapeutique d�un traitement par un iPDE4 et un iPDE5

Après environ 3 semaines de traitement par le rolipram, une administration aiguë 

de naloxonazine (30 mg/kg), antagoniste des MOR, n�a aucun effet sur le seuil de 

sensibilité mécanique (Figure R-9.B). A l�inverse, la naloxonazine bloque l�effet 

antiallodynique du sildénafil (Figure R-11.B). Une injection de morphine (5 mg/kg) a 

aussi été effectuée chez des animaux neuropathiques préalablement traités par la 

naloxonazine (30 mg/kg). Ainsi, l�administration de naloxonazine bloque l�effet 

analgésique de la morphine (Figure R-9.E). Ce résultat valide la dose utilisée et 

indique que l�absence d�effet de l�antagoniste chez les animaux traités par le 

rolipram n�est pas liée à une incapacité à bloquer les MOR.  

Chez les animaux traités par le rolipram, une injection de norbinaltorphimine 

(5 mg/kg), antagoniste des KOR, n�a aucun effet sur le seuil de sensibilité mécanique 

lorsque le test est effectué 30 minutes, 1h30 et 8 heures après l�injection (Figure R-

9.C). Nous remarquons une légère diminution du seuil de réponse lorsque le test est 

réalisé 1h après l�injection (Figure R-9.C).  

Enfin, l�injection de naltrindole (5 mg/kg), antagoniste des DOR, supprime l�effet 

antiallodynique du rolipram (Figure R-9.D) et du sildénafil (Figure R-11.A).  

D. Discussion et conclusion 

L�utilisation d�antagonistes des récepteurs des opioïdes a révélé l�implication des 

DOR mais pas des MOR ni des KOR dans l�effet antiallodynique des iPDE4. En utilisant 

une approche transgénique, nous avons démontré que l�effet antiallodynique d�un 

iPDE4 est perdu chez les animaux déficients pour les DOR. Toutefois, l�administration 

d�un antagoniste des KOR diminue le seuil de sensibilité mécanique 1 heure après 

l�injection (Figure R-9.C). Bien que non significative, cette diminution peut s�expliquer 

par la non-sélectivité du nor-BNI à des temps courts après l�injection. Par 

conséquent, il semble nécessaire d�effectuer les tests comportementaux 8 heures 
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Figure R-11. Effet d�une injection d�antagonistes des DOR ou des MOR sur l�effet antiallodynique 

du sildénafil. Après 3 semaines de traitement par le sildénafil (0,02 mg/kg) ou une solution saline, les 

souris ont reçu une injection aiguë d�antagonistes des DOR, la naltrindole (5 mg/kg) ou des MOR, la 

naloxonazine (30 mg/kg). Le seuil nociceptif est évalué avant et 30 minutes après l�injection. (A) 

L�injection de la naltrindole supprime l�effet antiallodynique d�un traitement par le sildénafil. (B) De la 

même façon, l�injection de naloxonazine supprime l�effet antiallodynique du sildénafil. Les données sont 

exprimées en moyennes ± SEM (n=4-5/groupe pour les animaux Sham et n=6/groupe pour les animaux 

Cuff). 

A. B.

Figure R-10. Effet du sildénafil sur l�allodynie neuropathique chez des animaux wild-type, MOR, 

KOR et DOR. Au jour 0, le manchon de polyéthylène est disposé autour de la branche principale du nerf 

sciatique pour les animaux du groupe Cuff. Le traitement débute au jour 15 (pointillés) et se poursuit 

jusqu�au jour 36 post-chirurgie. Les animaux reçoivent des injections intrapéritonéales bi-quotidiennes. 

Le seuil de sensibilité mécanique est évalué par le test des filaments de von Frey. (A) Un traitement 

prolongé par le sildénafil soulage l�allodynie neuropathique. (B) Le seuil de sensibilité mesuré pendant 

la période de traitement est exprimé en aire sous la courbe (AUC). Un traitement prolongé par le terbuta-

line supprime l�allodynie mécanique chez les animaux sauvages et KOR-/-. Aucun effet du traitement 

n�est observé chez les animaux MOR-/- et DOR-/-. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM (n= 

8/groupe pour les animaux Sham et n=5-6/groupe pour les animaux Cuff).
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après l�injection permettant ainsi de se placer dans les conditions optimales de 

sélectivité de la molécule.  

Par ailleurs, nous avons démontré que les DOR et les MOR sont nécessaires à 

l�effet antiallodynique du sildénafil (iPDE5). De manière intéressante, l�effet de la 

naltrindole apparait 60 minutes après l�injection (Figure R-11A) alors que 30 minutes 

suffisent chez les animaux traités par le rolipram (Figure R-9.D). Il semble difficile de 

fournir une explication claire au phénomène observé. Néanmoins, cette différence 

pourrait s�expliquer par la localisation neuroanatomique des récepteurs. Ainsi, il serait 

intéressant de déterminer si les DOR nécessaires à l�effet thérapeutique du rolipram 

et du sildénafil se situent dans le système nerveux périphérique ou central. 

E. Statistiques 

 Analyse de la variance  (ANOVA)  Analyse post-hoc (Test de Duncan)  

Traitement Génotype Interaction Statistique P-valeur 
Comparaison des 

groupes 
Jour post-
chirurgie 

Jours 
traitement 

P-valeur 

Rolipram WT 

Chirurgie X 
Traitement X 

Temps 
F7,168 = 9.12 < 0.001 

Cuff Rol. > Cuff Sal.  Jour 28-35 < 0.01 

Cuff Rol. = Sham Sal.  Jour 31-35 > 0.05 

Rolipram 

     DOR
!/! 

     MOR
!/!

 

  KOR
!/!

 

Anova à 1 
facteur  

F3,23 = 19.13 < 0.01 

Cuff Rol. WT > Cuff Rol 
DOR-/- 

< 0.001 

Cuff Rol. WT = Cuff Rol. 
MOR-/- et KOR-/- 

> 0.05 

Sildénafil WT 

Chirurgie X 
Traitement X 

Temps 
F 7,154 = 5.93 < 0.001 

Cuff Sild. > Cuff Sal. Jour 13-17 < 0.01 

Cuff  Sild. = Sham Sal. Jour 13-17 > 0.05 

Sildénafil 

DOR
!/! 

MOR
!/!

 

KOR
!/!

 

Anova à 1 
facteur  

F3,16 = 27.26 < 0.001 

Cuff Sild. WT > Cuff Rol. 
DOR-/- 

< 0.001 

Cuff Sild. WT > Cuff Sild. 
MOR-/-  

< 0.001 

Cuff Sild. WT = Cuff Sild. 
KOR-/-  

> 0.05 

 Analyse de la variance  (ANOVA)  Analyse post-hoc (Test de Duncan)  

Traitement 
prolongé 

Traitement 
aigu 

Interaction Statistique P-valeur 
Comparaison des 

groupes 

Temps post-
injection 

(min) 
P-valeur 

Rolipram 

Saline 
Groupes X 

Temps 
F2,14 = 2.52 > 0.05 

Antagoniste 
MOR 

Groupes X 
Temps 

F2,14 = 2.16 > 0.05 

Antagoniste 
KOR 

Groupes X 
Temps 

F8,56 =1.45 > 0.05 

Antagoniste 
DOR 

Groupes X 
Temps 

F2,14 = 97.90 < 0.01 Cuff Rol. < Sham Sal. T = 30 < 0.001 

Sildénafil 

Antagoniste 
DOR 

Groupes X 
Temps 

F3,24 = 17.25 < 0.001 Cuff Sild. < Sham Sal. T = 60 < 0.001 

Antagoniste 
MOR 

Groupes X 
Temps 

F5,35 = 5.28 < 0.01 Cuff Sild. < Sham Sal. T = 30 < 0.001 

Morphine 
+ Naloxonazine 

Anova à 1 
facteur 

F1,10 = 97.74 < 0.01 
Cuff Sal. > Cuff 
Naloxonazine 

T = 30 < 0.001 
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IV. Des antidépresseurs aux inhibiteurs de PDE : localisation de l�effet opioïdergique

A. Introduction 

Les résultats de l�équipe ont démontré qu�une administration intrathécale mais 

pas intracérébroventriculaire d�un antagoniste des récepteurs  2-adrénergiques, 

supprime l�effet antiallodynique d�un  2-agoniste (Choucair-Jaafar et al., 2009). De 

plus, une étude relate que les DRG pourraient constituer le site d�action d�un 

antidépresseur dans le traitement de la douleur neuropathique (Bohren et al., 2013, 

Chapitre 4 section I. des Résultats). Nous avons donc voulu tester la composante 

périphérique de l�effet opioïdergique des iPDE. 

B. Protocole 

Les expériences ont été menées sur des souris môles adultes C57BL/6J. Environ 

deux semaines après l�induction de la neuropathie, un traitement par la nortryptiline 

(5 mg/kg, i.p.), la terbutaline (0,5 mg/kg, i.p.), le rolipram (0,5 mg/kg, i.p.) ou le 

sildénafil (0,02 mg/kg, i.p.) a été effectué. A l�issue de la période de traitement, une 

administration aiguë de naloxone méthiodide (5 mg/kg, s.c.), antagoniste des 

récepteurs des opioïdes périphériques a été réalisée. Le groupement méthiodide de 

la naloxone prévient le passage de la barrière hématoencéphalique. Cet 

antagoniste a donc une action sur le système nerveux périphérique. 

C. Résultats 

L�administration aiguë de naloxone méthiodide supprime l�effet antiallodynique 

de la nortriptyline, de la terbutaline ou du rolipram. (Figure R-12). En revanche aucun 

effet n�est observé chez les animaux traités par le sildénafil. De la même façon, cette 

injection est sans effet chez les animaux contrôles Sham. 

D. Statistiques 

 Analyse de la variance  (ANOVA)  Analyse post-hoc (Test de Duncan)  

Traitement 
prolongé 

Traitement 
aiguë 

Interaction Statistique P-valeur 
Comparaison des 

groupes 
Temps 
(min) 

P-valeur 

Nortriptyline 
Nalox.
Met. 

Groupes X 
Temps 

F1,20 = 19,94 < 0.001 
Cuff Nor. < Sham

Sal. 
T = 30  < 0.001 

Terbutaline 
Nalox. 
Met. 

Groupes X 
Temps 

F1,20 = 10,9 < 0.01 
Cuff Terb. < Sham

Sal. 
T = 30  < 0.001 

Rolipram 
Nalox. 
Met. 

Groupes X 
Temps 

F1,7 = 14,01 < 0.05 
Cuff Rol. < Sham 

Sal. 
T = 30  < 0.05 

Sildénafil 
Nalox. 
Met. 

Groupes X 
Temps 

F1,8 = 0,11  > 0.05 
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Figure R-12. Effet d�un antagoniste de récepteurs des opioïdes périphériques. Après 3 semaines 

de traitement par la nortriptyline (5 mg/kg), la terbutaline (0,5 mg/kg), le rolipram (0,5 mg/kg) ou le 

sildénafil (0,02 mg/kg) les souris ont reçu une injection aiguë d�antagoniste des récepteurs des 

opioïdes ne passant pas la barrière hématoencéphalique, la naloxone méthiodide. Le seuil nociceptif 

est évalué avant et 30 minutes après l�injection. La naloxone méthiodide bloque l�effet antiallodynique 

de la nortriptyline, de la terbutaline et du rolipram. Aucun effet  n�est observé chez les animaux traités 

par le sildénafil. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM. (n=6/groupe pour les animaux 

Sham et n=5-7/groupe pour les animaux Cuff). 
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E. Discussion et conclusion 

Les données obtenues suggèrent que l�effet antiallodynique d�un traitement 

prolongé par les antidépresseurs,  2-agonistes ou iPDE4 nécessite le recrutement des 

récepteurs des opioïdes situés dans le système nerveux périphérique. Néanmoins, 

ces résultats ne permettent pas d�affirmer que les DOR périphériques soient les seuls 

responsables de l�effet thérapeutique observé. De manière intéressante, l�action du 

sildénafil ne semble pas dépendante des récepteurs opioïdes périphériques. Ainsi, 

l�effet tardif observé après administration de naltrindole (Chapitre 3. Section III des 

Résultats) pourrait s�expliquer par l�implication de récepteurs des opioïdes du 

système nerveux central. Bien que le rôle des DOR ne fasse plus de doute, la 

localisation neuroanatomique de ces récepteurs reste encore à déterminer. 

L�utilisation de souris présentant un knock-out conditionnel des DOR sur les neurones 

périphériques exprimant le canal sodium Nav1.8 pourrait présenter un intérêt dans 

notre étude (Gaveriaux-Ruff et al., 2011). Néanmoins une alternative moins onéreuse 

pourrait être envisagée. En effet, la naloxone méthiodide est un antagoniste non-

sélectif des récepteurs opioïdes ne passant pas la barrière hématoencéphalique. 

Ainsi, l�effet d�une administration intracérébroventriculaire donnerait une indication 

sur le rôle des récepteurs des opioïdes situés dans le système nerveux central.  

Dans le cas d�un iPDE5, l�effet observé semble dépendant de la présence des 

MOR et des DOR. Cette donnée est à rapprocher d�une étude ayant démontré que 

l�injection intrathécale d�antagonistes des DOR et des MOR supprime l�effet 

antinociceptif du sildénafil dans un modèle de douleur inflammatoire (Yoon et al., 

2008a).  

Au niveau cellulaire, les avancées techniques réalisées ces dernières années 

autorisent quelques espoirs. En effet, les analyses par immunohistochimie étaient 

rendues impossibles par la faible qualité des outils à notre disposition. La 

caractérisation de souris knock-in DOR-EGFP (Scherrer et al., 2006) et MOR-mcherry 

(Erbs et al., 2014) disponibles au sein du laboratoire, permettra l�étude de 

l�expression de ces récepteurs en condition normale, pathologique ainsi que chez 

des animaux traités au long cours par les antidépresseurs. 
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Chapitre  4 

Des antidépresseurs aux inhibiteurs de PDE : 

rôle du TNF  
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I. Antidepressants suppress neuropathic pain by a peripheral !2-adrenoceptor 

mediated anti-TNF  mechanism 

Yohann Bohren, Luc-Henri Tessier, Salim Megat, Hugues Petitjean, Sylvain Hugel, 

Dorothée Daniel, Mélanie Kremer, Sylvie Fournel, Lutz Hein, Remy Schlichter, Marie-

José Freund-Mercier, Ipek Yalcin, Michel Barrot. 

Les douleurs neuropathiques sont consécutives à une lésion ou une maladie 

affectant le système somatosensoriel (Jensen et al., 2011). En clinique, les 

antidépresseurs constituent un des traitements de référence de ces douleurs (Attal et 

al., 2010). Dans notre modèle, un traitement prolongé par un antidépresseur 

tricyclique (ATC) soulage l�allodynie neuropathique et l�effet intervient après une 

dizaine de jours de traitement. De plus, la noradrénaline recrutée par les ATC agirait 

sélectivement sur les récepteurs   2-adrénergiques (Yalcin et al., 2009b), et la seule 

stimulation de ces récepteurs suffit pour obtenir un effet antiallodynique (Choucair-

Jaafar et al., 2009).  

Par  des lésions des voies noradrénergiques centrales et périphériques, nous 

démontrons dans ce chapitre que le système nerveux périphérique constitue  le site 

d�action des ATC. De plus, l�effet antiallodynique des ATC et des  2-agonistes semble 

corrélé à une diminution d�expression de l�ARNm du TNF! et de la protéine dans les 

DRG. Un traitement par des agents anti-TNF! soulage l�allodynie neuropathique, 

soulignant l�importance de cette cytokine dans le développement des 

comportements nocifensifs. Nos données histologiques démontrent que le TNF! est 

majoritairement exprimé sur les SGCs du DRG. Enfin, par une  approche d�imagerie 

calcium, nous avons mis en évidence que les récepteurs   2-adrénergiques sont 

majoritairement exprimés par les SGCs du DRG.  

Ces résultats indiquent que l�effet antiallodynique des ATC se localise dans le 

système nerveux périphérique et plus particulièrement dans le DRG. La 

noradrénaline recrutée agirait sur les récepteurs  2-adrénergiques situés sur les SGCs 

du DRG, régulant ainsi l�expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF!. 

Dans cette étude, mon travail a été d�évaluer l�effet anti-TNF! d�un traitement 

prolongé par la venlafaxine. De plus, en combinant des techniques de PCR 

quantitative et de Western Blot j�ai pu confirmer la surexpression de l�ARNm du TNF! 

et de la protéine dans les DRG d�animaux neuropathiques. J�ai également participé 

à la réalisation des expériences d�imagerie calcium. 
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Neuropathic pain is pain arising as a direct consequence of a lesion or disease affecting the somatosensory

system. It is usually chronic and challenging to treat. Some antidepressants are first-line pharmacological treat-

ments for neuropathic pain. The noradrenaline that is recruited by the action of the antidepressants on reuptake

transporters has been proposed to act through β2-adrenoceptors (β2-ARs) to lead to the observed therapeutic

effect. However, the complex downstream mechanism mediating this action remained to be identified. In this

study, we demonstrate in a mouse model of neuropathic pain that an antidepressant's effect on neuropathic

allodynia involves the peripheral nervous system and the inhibition of cytokine tumor necrosis factor α

(TNFα) production. The antiallodynic action of nortriptyline is indeed lost after peripheral sympathectomy,

but not after lesion of central descending noradrenergic pathways. More particularly, we report that

antidepressant-recruited noradrenaline acts, within dorsal root ganglia, on β2-ARs expressed by non-neuronal

satellite cells. This stimulation of β2-ARs decreases the neuropathy-induced production of membrane-bound

TNFα, resulting in relief of neuropathic allodynia. This indirect anti-TNFα action was observed with the tricyclic

antidepressant nortriptyline, the selective serotonin and noradrenaline reuptake inhibitor venlafaxine and the

β2-AR agonist terbutaline. Our data revealed an original therapeutic mechanism that may open novel research

avenues for the management of painful peripheral neuropathies.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Neuropathic pain is defined as pain arising as a direct consequence

of a lesion or disease affecting the somatosensory system (Jensen

et al., 2011). This complex syndrome implicates maladaptive changes

in injured sensory neurons and along the entire nociceptive pathway

within the central nervous system (von Hehn et al., 2012). In the clinic,

tricyclic antidepressants (TCAs) as well as selective serotonin and

noradrenaline reuptake inhibitors are recommended among first-line

treatments (Attal et al., 2006, 2010; Dworkin et al., 2007; Saarto and

Wiffen, 2007). In contrast, selective serotonin reuptake inhibitors are

poorly effective (Attal et al., 2006; Benbouzid et al., 2008a; Dworkin

et al., 2007), suggesting that the noradrenergic component of antide-

pressants has a key role in their action on neuropathic pain. Despite

the fact that the therapeutic effect of antidepressants is well document-

ed, the precise mechanism by which neuropathic pain is alleviated

remains poorly understood (Mico et al., 2006).

Sustained antidepressant treatment is necessary to be effective

against neuropathic pain, suggesting the recruitment of an indirect

mechanism. Pharmacological and genetic approaches showed that

antidepressant-recruited noradrenaline selectively acts through β2-

adrenoceptors (β2-ARs) to relieve neuropathic allodynia (Yalcin et al.,

2009a, 2009b), and that repeated stimulation of these receptors by

direct agonists is sufficient to reach a therapeutic effect (Choucair-

Jaafar et al., 2009, 2011; Yalcin et al., 2010). A clinical case report

appears to support the action of β2-mimetics against neuropathic pain

(Cok et al., 2010).

To progress into the pain reliefmechanism, it is important to identify

its neuroanatomical substrate. A critical step is to determine the source

of noradrenaline recruited by antidepressants. Indeed, noradrenaline
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can be released within supraspinal structures (El Mansari et al., 2010),

at the spinal level by descending noradrenergic pathways (Millan,

2002; Yoshimura and Furue, 2006), and at the peripheral level in dorsal

root ganglia following neuropathy-induced noradrenergic sprouting of

sympathetic nerve fibers (McLachlan et al., 1993; Ramer and Bisby,

1998). Previous data with local administration of a β2-AR antagonist

suggested that the initial substrate for antidepressants' antiallodynic

action might be localized at the spinal cord and/or at the dorsal root

ganglia level rather than at the supraspinal level (Yalcin et al., 2009b).

Although β2-ARs are critical for the antiallodynic action of antide-

pressants, the downstream mechanism has not yet been identified.

Experimental evidence supports a role of glial and/or immune cells in

the pathophysiology of neuropathic pain, particularly through the

recruitment of cytokines (Austin and Moalem-Taylor, 2011; Thacker

et al., 2007; Vallejo et al., 2010). Clinical studies also support cytokine

implication in neuropathic pain (Empl et al., 2001; Lindenlaub and

Sommer, 2003). It is however not knownwhether antidepressant treat-

ment targets these neuroimmune actors.

In this study, we demonstrate that the peripheral nervous system is

essential for the antiallodynic effect of nortriptyline. We show that the

noradrenaline recruited by this antidepressant acts within dorsal root

ganglia, on β2-ARs expressed by non-neuronal satellite cells. We also

show that both nortriptyline and venlafaxine inhibit local TNFα produc-

tion. These findings reveal a novel cellular and molecular substrate for

the antiallodynic action of antidepressants.

Material and methods

Animals

Experiments were done using male C57BL/6J mice (Charles River,

L'Arbresle, France), or with mice lacking β2-ARs and their littermate

controls. In the latter case, the mice were created in the laboratory of

Brian Kobilka (Stanford University, CA) and have been described previ-

ously (Chruscinski et al., 1999). Heterozygotes (Adrb2+/−) were bred in

our animal facilities, mice were genotyped upon weaning, and the

experiments were conducted on male Adrb2+/+ and Adrb2−/− litter-

mate mice. All experiments started with 8- to 9-week-old mice. They

were group-housed four to five per cage and kept under a 12-hour

light/dark cycle (lights on at 6:00 AM) with food and water ad libitum.

All animals received proper care in agreement with the guidelines for

animal experimentation of the International Association for the Study

of Pain and the European Communities Council Directive 86/6609/EEC.

The animal facilities are registered for animal experimentation with

approved procedures by Alsace regional veterinary office (agreement

C67-482-1) and the scientists in charge of the experiments possess

the French legal certificate authorizing experimentation on living

animals.

Neuropathy and nociceptive testing

The neuropathy was induced by cuffing the main branch of the

right sciatic nerve (Benbouzid et al., 2008b; Mosconi and Kruger,

1996). Surgeries were done under ketamine (17 mg/mL)/xylazine

(2.5 mg/mL) anesthesia (i.p., 4 mL/kg) (Centravet, Taden, France). The

common branch of the right sciatic nerve was exposed and a 2-mm

section of split PE-20 polyethylene tubing (Harvard Apparatus, Les Ulis,

France) was placed around it (neuropathic pain group: NP). The shaved

skin was closed using suture. Sham-operated mice underwent the same

surgical procedure without implantation of the cuff (Sham group). The

mechanical allodynia was tested using von Frey hairs and results were

expressed in grams. Mice were placed in clear Plexiglas boxes

(7 cm × 9 cm × 7 cm) on an elevated mesh screen. Calibrated von Frey

filaments (Bioseb, Vitrolles, France) were applied to the plantar surface

of each hindpaw until they just bowed, in a series of ascending forces

up to the mechanical threshold. Each filament was tested five times per

paw and the threshold was defined as the lower of two consecutive fila-

ments forwhich three ormorewithdrawals out of the five trials were ob-

served (Barrot, 2012; Bohren et al., 2010). To study the antiallodynic

effect of chronic drug treatments, the mice were tested in the morning,

before drug injectionswhen applicable, thus reflecting the therapeutic ac-

tion of previous treatment days, as previously described (Bohren et al.,

2010; Yalcin et al., 2009a, 2009b).

Treatment procedures

Treatments with the TCA nortriptyline, the selective serotonin and

noradrenaline reuptake inhibitor venlafaxine, the β2-mimetic terbuta-

line, or the anti-TNFα etanercept or infliximab, began fifteen or sixteen

days after the neuropathy was induced, and they were maintained for

either 2 or 3 weeks. During the treatments, themice received two injec-

tions per day (morning and evening) of nortriptyline (5 mg/kg),

venlafaxine (5 mg/kg) or terbutaline (0.5 mg/kg) (Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France), one injection per day (morning,

5 mg/kg) of etanercept (ENBREL®, Wyeth Pharmaceuticals, Blois,

France), one injection every other day (2 mg/kg) of etanercept, or one

unique injection of infliximab (10 mg/kg, REMICADE®, Schering-

Plough, Levallois-Perret, France). Drugs were dissolved in 0.9% NaCl

solution that was also used for control injections, and theywere admin-

istered intraperitoneally in a volume of 5 mL/kg. For cellular andmolec-

ular experiments, the nervous tissues were collected five weeks post-

surgery, i.e. after three weeks of treatment.

Noradrenergic lesions

Chemical noradrenergic lesion was done using guanethidine

monosulfate (ISMELIN®, Laboratoires Genopharm, Saint-Thibault-des-

Vignes, France) (Neil et al., 1991). Three different paradigms were used,

each targeting different anatomical sites. (1) A group of mice underwent

five daily intraperitoneal injections of guanethidine (30 mg/kg) in a

volumeof 5 mL/kg; (2) another received three daily intrathecal injections

at the lumbar level (30 μg in 10 μL); and (3) a last group received three

daily intrathecal injections at the thoracic level (30 μg in 10 μL). Intrathe-

cal injections were performed under gaseous anesthesia (halothane 3%).

Briefly, for lumbar intrathecal administration, a 27-gauge needle

connected to a 50 μL Hamilton syringe was inserted between the L5 and

L6 vertebrae, into the sub-arachnoidal space. Placement of the needle

was verified by the elicitation of a tail flick movement. For thoracic ad-

ministration, the needle was inserted at the level of the last thoracic ver-

tebrae, just above the lower rib used as mark. All guanethidine

administrations were done two weeks before nerve injury. A control

group of non-lesionedmice underwent the same nerve cuffing procedure

as the lesioned groups.

Immunostaining

Five weeks post-surgery, neuropathic and sham mice were deeply

anesthetized with pentobarbital and perfused intracardially. Lumbar

dorsal root ganglia (L4, L5 and L6) and spinal cord were dissected,

postfixed, cryoprotected, embedded in OCT compound (Sakura Finetek,

Villeneuve d'Ascq, France), frozen and cut into 14 μm thick sections that

were mounted on Superfrost®Plus slides (O. Kindler GmbH, Freiburg,

Germany). To evaluate tyrosine hydroxylase (TH) expression, we used

standardized procedures (Kaufling et al., 2010), incubating the sections

with Sheep anti-mouse TH antibody (1:500, Millipore, AB1542, France

Millipore, Molsheim, France). The sections were then incubated with

secondary Cy3-conjugated antibodies done in donkey (1:400, Jackson

ImmunoResearch, Newmarket, UK). Thereafter, the sections were

washed, mounted with VECTASHIELD, and viewed under a Nikon E80i

microscope with ×10 and ×20 objectives, and images acquired with

MBFBioscience camera CX9000using Picture Frame acquisition software

(MBF Bioscience, Magdeburg, Germany). For TNFα detection, mice
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received an acute infliximab injection (10 mg/kg, i.p.) at least twoweeks

after sciatic nerve surgery, and were perfused 6 h post-injection.

Cy3-conjugated anti-human antibodies (Jackson ImmunoResearch,

709-165-149) were used to detect infliximab. Costaining was done

either by using Rabbit anti-glutamine synthetase (GS) (1:500, Sigma

Aldrich, G2781) for satellite cells, NeuroTrace™ fluorescent Nissl for

neurons (1:200, Molecular Probes, N-21479), or by using Rabbit anti-

calcitonin gene related peptide (CGRP) (1:20,000, Amersham,

RPN1842), Rabbit anti-neurofilament 200 (NF200) (1:2000, Sigma

Aldrich, N4142) or Rabbit anti-substance P (1:15,000, gift from Dr.

Tramu, Bordeaux) antibodies, or isolectin IB4Alexa Fluor® 488 conjugate

(2 μg/mL, Molecular Probes, I21411) for staining of different neuronal

cell populations. When an additional fluorescent secondary antibody

was required, we used Alexa Fluor® 488-conjugated antibodies

(Molecular Probes). Microphotographs for detection of infliximab only

were done with a Nikon E80i microscope with ×4, ×10 and ×40 objec-

tives, and images acquired with MBF Bioscience camera CX9000 using

Picture Frame acquisition software. Microphotographs for fluorescence

double labeling were taken using a Leica confocal microscope TCS SP5

II, under ×20 objective, and analyzed using the Leica application suite

advanced fluorescence software. For all pictures, Adobe Photoshop CS3

(Adobe, San José, CA, USA) was used to adjust contrast and brightness.

Dorsal root ganglia cell culture

Dorsal root ganglia cells were prepared from adult mice. Dorsal root

ganglia from lumbar levels were dissected out, collected in phosphate-

buffered solution, and enzymatically dissociated for 25 min at 37 °C

with trypsin–EDTA (0.5 g/L, Seromed) and 2 mg/mL of collagenase IA/

dispase (Invitrogen). Enzymatic dissociation was stopped by the addi-

tion of the culturemediumwhich consisted ofMEMα (minimumessen-

tial medium alpha, Gibco, France) supplemented with 10% v/v heat-

inactivated horse serum (Gibco) and 50 IU/mL penicillin–streptomycin

(Gibco). The cells were then mechanically dissociated by trituration

with fire-polished Pasteur pipettes of decreasing tip diameter. Dorsal

root ganglia cells were plated on 15 mm glass coverslips previously

coated with poly-D-lysine (0.02 mg/mL). Cultures were maintained at

37 °C in a water-saturated atmosphere (95% air and 5% CO2). Cell

cultures were suitable for single cell PCR or calcium imaging experi-

ments and were respectively used between 2 and 5 h or between 12

and 15 h after the seeding.

Single cell PCR

Single-cell PCR experiments were conducted on dissociated dorsal

root ganglia cell culture of naïve mice. Cells were collected individually

from the coverslip using a patch clamp pipette filled with 8 μL of buffer

solution (mM): 140 KCl, 1 MgCl2, 0.5 EGTA, pH 7.4. The glass pipette tip

was then broken off into a thin-walled PCR reaction tube containing

40 μL of the reaction mix SuperScriptIII One-Step RT-PCR system

(Invitrogen) and the first set of primers. This first set included couples

of primers for NF200 (accession number: NM_010904), β2-AR (accession

number: NM_007420) and GS (accession number: AY044241). 2 μL of

SuperScriptIII RT/Platinum Taq mix was added to each sample and

cDNAs were synthesized by incubation at 50 °C for 30 min and the first

PCR consisted of an initial denaturation at 94 °C for 2 min followed by

37 cycles (94 °C for 30 s, 52 °C for 45 s, 68 °C for 45 s) and a final exten-

sion at 68 °C for 5 min. The resulting product was diluted 1:100 and re-

amplified by Taq PCR (Invitrogen) using a single couple of nested primers

for each specific gene studied. The second amplification consisted of an

initial denaturation step at 94 °C for 2 min followed by 35 cycles (94 °C

for 30 s, 55 °C for 45 s, 72 °C for 45 s) and a final extension at 72 °C for

5 min. One-fifth of the PCRproductwas run on an agarose gel and stained

with ethidium bromide.

Calcium imaging

Calcium imaging experiments were conducted on dissociated dorsal

root ganglia cell culture of sham and neuropathic mice. During calcium

measurements, the cells were continuously superfused with a saline

solution containing (mM): 135 NaCl, 5 KCl, 2.5 CaCl2, 1 MgCl2, 10

glucose, 5 HEPES, pH 7.4. High KCl solution had the same composition,

except: KCl, 50 mM and NaCl, 90 mM. The whole dish was perfused

with saline solution, and the imaged field was perfused by a single-tip

multichannel gravity-fed system, allowing a switch between various

perfused solutions. Cells were loadedwith Fura-2 by 60-minute incuba-

tion at room temperature in the recording solution with 2 μM Fura-2

acetoxymethyl ester (Fura-2/AM; Molecular Probes) and 0.001% (w/v)

pluronic acid (Molecular Probes). Cells were washed three times with

saline solution before and after loading. Fluorescence measurements

on individual cellswere performed on an invertedmicroscope (Axiovert

35; Zeiss) with an oil-immersion ×40 objective (Fluor 40, NA 1.30;

Nikon) using a quantitative real-time imaging system comprising a

cooled CCD camera (CoolSnap HQ, Photometrics) and an image analysis

software package (Imaging Workbench 4.0 Software, Axon Instru-

ments). Fluorescence was alternately excited at wavelengths of 350

and 380 nm with a lambda-10 filter wheel (Sutter Instruments), and

emitted light was collected above 520 nm. Pairs of images were

acquired every 2 s. Intracellular calcium is expressed throughout as

thefluorescence ratio F350/F380, calculated after background subtraction.

Experiments were performed at room temperature. All drugs were

prepared as 1000× concentrated stock solutions. ATP (50 μM), ADP

(50 μM), UTP (50 μM) and terbutaline (100 μM) were diluted into

saline solution immediately before use.

Real-time quantitative PCR

Quantification of gene expression in dorsal root ganglia in each

group was assessed with a real-time quantitative PCR method. Total

RNA was extracted using RNeasy (QIAGEN), and cDNA was generated

with High capacity RNA-to-cDNA master mix from Applied Biosystems.

Quantitative real-time PCR was performed on a StepOne Real-Time

PCR system (Applied Biosystems) using SYBR Green PCR Master Mix

assay (Applied Biosystems). The amplification reaction was performed

for 40 cycles with denaturation at 95 °C for 10 min, followed by

annealing at 95 °C for 15 s, and extension and detection at 60 °C for

1 min. All experiments were done with triplicate sample deposits on

the amplification plates. The relative RNA abundance of each target

gene transcript was normalized against endogenous gene control acidic

ribosomal phosphoprotein P0 (Arbp). Data were analyzed according to

relative gene expression by 2−ΔΔCt method, where Ct represents the

threshold cycle for each transcript (Schmittgen and Zakrajsek, 2000).

Primers (designed from Mus musculus gene data bank using Applied

Biosystems Primer Express Software version 3.0) are as follows: Arbp

(or Rp1p0, acidic ribosomal phosphoprotein): 5′-GCCAGCTCAGAACAC

TGGTCTA-3′ and 5′-ATGCCCAAAGCCTGGAAGA-3′; Tnf (TNFα, tumor

necrosis factor): 5′-CAGCCGATGGGTTGTACCTT-3′ and 5′-GGCAGCCTT

GTCCCTTGA-3′; Il10 (IL-10, interleukin10): 5′-GATGCCCCAGGCAGAG

AA-3′ and 5′CACCCAGGGAATTCAAATGC-3′; Tnfrsf1a (TNF-R1, tumor

necrosis factor receptor 1): 5′-TCCGCTTGCAAATGTCACA-3′ and 5′-

GGCAACAGCACCGCAGTAC-3′; Adbr2 (β2-AR): 5′-TGGGAACGGCTACTC

TAGCAA-3′ and 5′-TGTTTGGCTCCCCTGTGTAGT-3′; Ptgs2 (Cox-2, pros-

taglandin G/H synthase 2): 5′-TTCGGGAGCACAACAGAGTGT-3′ and 5′-

GCTCATCACCCCACTCAGGAT-3′; Il1a (IL-1α, interleukin 1 alpha): 5′-

GGAGAGCCGGGTGACAGTATC-3′ and 5′-TCAGCCGTCTCTTCTTCAGAAT

C-3′; Il1B (IL-1β, interleukin 1 beta): 5′-AGTTGACGGACCCCAAAAGA-

3′ and 5′-GGACAGCCCAGGTCAAAGG-3′; and Il6 (IL-6, interleukin 6):

5′-CCACGGCCTTCCCTACTTC-3′ and 5′-TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA-

3′.

Two procedures were used depending on the set of experiments.

One was done with a total of n = 9 mice per group (Fig. 4B). To limit
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potential interindividual differences due to eithermice or the dissection

procedure, we pooled samples from the 3 lumbar dorsal root ganglia of

3 mice from the same experimental group (i.e. 9 dorsal root ganglia).

These pooled samples were processed for real-time PCR, each sample

being present as triplicate on the plate. We repeated the experiment

two other times, with pooled sets of 3 other animals each time. The

other sets of experiments were conducted on samples from individual

mice. All individual samples were compared to a reference composed

of a mix of the controls' cDNAs and results were standardized by

the 2−ΔΔCt method as described above.

Immunoblotting analysis

Due to differences in optimized extraction procedures, real-time

quantitative PCR and Western blot were always done on independent

sets of mice. For Western blot, total protein was extracted in 150 μL

lysis buffer (20 mM Tris pH 7.5; 150 mM NaCl; 10% glycerol; 1%

NP40; Protease Inhibitors Cocktail, Roche). The proteinswere quantitat-

ed with DC protein assay kit (Bio-Rad) and 15 μg of total protein from

individual animalswas resolved by12% SDS-polyacrylamide gel electro-

phoresis under reducing conditions and then transferred to PVDF

membrane. The blots were incubated for 1 h in blocking agent (ECL

kit, Amersham Biosciences) and subsequently, overnight with the

specific antibodies for TNFα (1:1000, R&D Systems, AF-410-NA) and

β-tubulin (1:5000, Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-9935) followed

by anti-goat HRP-conjugated secondary antibodies (1:5000, Chemicon,

AP307P and AP106P). Blotswere evaluated by chemiluminescence (ECL

Advance Western Blotting Detection System Kit, Amersham Biosciences,

RPN 2135) using Hyperfilm substrates (Amersham Biosciences, RPN

1674K). Relative protein expression was determined using the densi-

tometry tool of Adobe Photoshop CS3 software.

ELISA assays

Commercially available ELISA reagents were used to evaluate

concentrations of TNFα (BD OptEIA™, BD Biosciences, San Diego, CA).

All procedures were performed following the manufacturer's instruc-

tions. Results were expressed as cytokine concentration in pg/mL. The

detection limit was 15 pg/mL.

Statistics

Data are expressed asmean ± standard error of themean (SEM). Sta-

tistical analyses were performed with STATISTICA 8 software (StatSoft,

Tulsa, OK, USA), using multifactor analysis of variance (ANOVA). The

surgery procedure (sham or cuff) and the treatments (saline vs. drug

injections) were taken as between-group factors. When needed, the

time of measurement (time course data) was taken as a within-subject

factor. The Duncan test was used for post hoc comparisons. In calcium

imaging experiments, the fraction of cells answering or not to terbutaline

application in sham and neuropathic conditions were compared by a

contingency table with an Exact Fischer's test. Finally, for quantitative

PCR and immunoblotting experiments, statistical analyses were

performedwith anon-parametric test of Kruskal–Wallis and comparisons

between groups were done by U Mann–Whitney test. The significance

level was set at p b 0.05.

Results

Antidepressant action on neuropathic pain requires peripheral noradrenaline

To mimic human neuropathy resulting from a trauma of peripheral

nerves, we used chronic sciatic nerve cuffing in mice (Benbouzid et al.,

2008b; Mosconi and Kruger, 1996). Mechanical allodynia is one of the

symptoms distressing the patients. In the neuropathic mice, the ipsilat-

eral allodynia appears on the first day post-surgery and persists over

three months (Benbouzid et al., 2008b). This allodynia is relieved by

chronic treatment with the TCA nortriptyline or the β2-AR agonist

terbutaline (Benbouzid et al., 2008a; Choucair-Jaafar et al., 2009)

(Fig. 1) (Nortriptyline, right paw: F7,140 = 3.77, p b 0.001; post-hoc:

NP-Nortriptyline N NP-Saline at p b 0.0001 on post-surgery days 28 to

35. Terbutaline, right paw: F7,140 = 3.09, p b 0.005; post-hoc:

NP-Terbutaline N NP-Saline at p b 0.0001 on post-surgery days 28 to

35). As observed in other neuropathic pain models (McLachlan et al.,

1993; Ramer and Bisby, 1998), the cuff insertion also induced a

sprouting of noradrenergic fibers in the lumbar dorsal root ganglia

(Fig. 2A).

Since preclinical (Yalcin et al., 2009a) and clinical (Krell et al., 2005)

data showed that thenoradrenergic system is essential for the therapeutic

action of antidepressant drugs, we investigated the possible source of

endogenous noradrenaline which is targeted by antidepressant drugs to

alleviate neuropathic allodynia. For this purpose, noradrenergic lesions

were done twoweeks before induction of the neuropathy, with guaneth-

idinewhich does not cross the blood–brain barrier (Neil et al., 1991). This

drug enters noradrenergic terminals through the noradrenaline trans-

porter. While guanethidine at low dose is clinically used for peripheral

depletion of noradrenaline storage sites, larger doses of guanethidine

lead to the selective destruction of sympathetic fibers. This depletion of

noradrenergic fibers did not affect per se the basal mechanical sensitivity

or the neuropathic allodynia (Fig. 2B). However, both the intraperitoneal

and the lumbar intrathecal injections of guanethidine prevented the

antiallodynic action of nortriptyline (Fig. 2C) (Intraperitoneal: F7,175 =

2.72, p b 0.015; post-hoc: (NP-Nortriptyline = NP-Saline) b Sham-

Saline at p b 0.0001 on post-surgery days 3 to 35. Lumbar: F7,175 =

2.47, p b 0.02; post-hoc: (NP-Nortriptyline = NP-Saline) b Sham-
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Fig. 1. Chronic nortriptyline or terbutaline treatments relieve neuropathic allodynia. Two

weeks after nerve injury (NP, neuropathic pain group), treatment with the TCA nortripty-

line (Nor, 5 mg/kg, twice a day), the β2-AR agonist terbutaline (Ter, 0.5 mg/kg, twice a

day) or their saline control (0.9% NaCl) started and was maintained for 3 weeks. The

hindpaw mechanical threshold was tested using von Frey filaments. (A) Long-term

nortriptyline treatment did not affect the threshold of the contralateral paw, but it

suppressed the ipsilateral neuropathy-induced allodynia. (B) Similar results were

observed with terbutaline. (Data from one experiment with n = 6 mice per group,

*p b 0.001 vs. Sham, +p b 0.05 NP-treated vs. NP-Saline.) Data are expressed as

mean ± SEM.
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Saline at p b 0.0001 on post-surgery days 3 to 35). While intraperito-

neal guanethidine induced a sympathectomy, suppressing peripher-

al noradrenergic fibers only, the lumbar intrathecal administration

affected both the spinal cord and noradrenergic fibers in the lumbar

dorsal root ganglia nearby the guanethidine injection site (Fig. 2A).

This suggests a critical role of dorsal root ganglia noradrenergic

sprouting in the TCA action, but it does not exclude a contribution

of spinal descending pathways. To address this question, spinal

noradrenergic fibers were suppressed without affecting the lumbar

dorsal root ganglia sprouting, by doing thoracic intrathecal adminis-

tration of guanethidine. This led to suppression of descending norad-

renergic fibers, including at the lumbar level (Fig. 2A). In this case the

antiallodynic action of nortriptylinewasmaintained (Fig. 2C) (Thoracic:

F7,168 = 6.55, p b 0.0001; post-hoc: NP-Nortriptyline N NP-Saline at

p b 0.005 on post-surgery days 28 to 35). Together, these results indi-

cate that noradrenergic sprouting in the dorsal root ganglia is a critical

substrate for the antiallodynic action of a TCA.

In order to test the location of β2-ARs in the therapeutic mechanism,

we tested terbutaline in sympathectomized mice. This β-mimetic

remained effective in the absence of sympathetic fibers in the dorsal

root ganglia (Fig. 2C) (F7,147 = 4.14, p b 0.0005; post-hoc: NP-

Terbutaline N NP-Saline at p b 0.0001 on post-surgery days 32 and

35). It showed that the implicated β2-ARswere neither on noradrenergic

terminals nor upstream of the noradrenergic system; thus confirming a

downstream, postsynaptic role of β2-ARs.

β2-ARs are located on non-neuronal dorsal root ganglia cells

Antidepressant-recruited noradrenaline acts on β2-ARs to relieve

neuropathic allodynia (Yalcin et al., 2009a, 2009b). To identify the

type of cells expressing mRNA encoding β2-ARs in dorsal root ganglia,

we performed single cell PCR on dissociated dorsal root ganglia cell

culture (Fig. 3A). NF200 neurofilament was used as a neuronal marker

(Ho and O'Leary, 2010) and GS as a marker of satellite glial cells in the
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Fig. 2. Peripheral noradrenergic fibersmediate allodynia relief by antidepressant drug. Guanethidine injections allowed lesioning the noradrenergic fibers. (A) Tyrosine hydroxylase (TH)

immunostaining in the lumbar dorsal root ganglia (DRG; scale bars: 100 μm) and the spinal cord (SC; scale bars: 50 μm). The peripheral neuropathy (NP) induced a sympathetic sprouting
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Similarly, these injections of guanethidinedid not affect theneuropathic allodynia (NP at 2 weeks, bottom graph). (C) Theperipheral and the lumbar intrathecal injections of guanethidine,
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dorsal root ganglia (Hanani, 2005). About a third of the tested cells were

positive for β2-AR mRNA, but they were also positive for both NF200

and GS (Fig. 3A), suggesting that individual dorsal root ganglia neurons

could not be dissociated from the satellite cells tightly covering them

(Hanani, 2005). We overcame this problem by using a functional

approach with calcium imaging on dorsal root ganglia cell culture.

High KCl was used as neuronal activator, a response to ADP and/or

UDP in the absence of response to KCl allowed identifying non-

neuronal cells, and terbutaline was used as selective β2-AR agonist. In

sham mice, around 3% of non-neuronal cells expressed functional β2-

ARs, whereas 25% of non-neuronal cells from neuropathic animals

displayed a calcium response to terbutaline (Figs. 3B, C) (Fisher's exact

test: p b 0.002). The pathological condition thus increased functional

β2-ARs in dorsal root ganglia, without altering mRNA expression of

these receptors (Fig. 3D). Contrasting with these non-neuronal cells,

neurons from either sham or neuropathic mice never responded to

terbutaline application (Fig. 3C), suggesting that functional β2-ARs

increasing intracellular calcium concentrations are selectively located

in the plasma membrane of non-neuronal cells.

Antidepressants and a β2-AR agonist display anti-TNFα action

Cytokines produced by non-neuronal cells, such as glial and immune

cells, participate in the development and maintenance of neuropathic

pain (Austin and Moalem-Taylor, 2011; Thacker et al., 2007; Vallejo

et al., 2010).

By Western blot (p b 0.001) and mRNA analysis (p b 0.05), we

observed increased levels of TNFα in the lumbar dorsal root ganglia of

C57BL/6J neuropathic mice at 5–6 weeks post-injury (Fig. 4A). To

further examine the role of neuroinflammatorymediators in the neuro-

pathic pain treatment by antidepressants or by a β2-AR agonist, gene

expression of TNFα, IL-10, Cox-2, IL-1 and IL-6was analyzed in the lum-

bar dorsal root ganglia. The implication of some of these mediators is

well established in the early phase following nerve injury (Lee et al.,

2004; Uceyler et al., 2007). However, their role in the dorsal root ganglia

is less clear atmuch later time-points, when chronic neuropathic pain is

well installed. Five weeks post-injury, we observed a preferential role

for local TNFα. Indeed, an increased mRNA expression of TNFα was

observed in neuropathic mice (Fig. 4B) (H3,12 = 9.72, p b 0.05),
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whereasmRNAexpression of TNFα receptor 1 (TNFR1)was not affected

by the neuropathy (Fig. 4B). No significant changewas observed for the

other inflammatory related genes Cox-2, IL-1α, IL-1β or IL-6, and a

trend to a decrease was observed for the anti-inflammatory cytokine

IL-10 (Fig. 4B).

The treatment with nortriptyline suppressed the mRNA over-

expression of TNFα associated with the long-term neuropathy (Fig. 4B).

This effect was confirmed at the mRNA level in an independent experi-

ment in C57BL/6J mice (Fig. 4C) (H2,25 = 9.11, p b 0.01), and it was also

observed at the protein level (Fig. 4E), using dorsal root ganglia from

wild type (Adrb2+/+) and β2-AR deficient (Adrb2−/−) mice (H5,24 =

15.46, p b 0.01). Indeed, in wild type animals, the membrane-bound

form of TNFα (mTNFα) increased in neuropathic mice (p b 0.05 against

Sham-Saline), and this increase was reversed by either nortriptyline or

terbutaline treatments (Fig. 4E). In Adrb2−/− mice, the antidepressant

treatmentwas ineffective to suppress the neuropathy-induced increase

in mTNFα (Fig. 4E) (p b 0.05 against Sham-Saline), which is in agree-

ment with its lack of antiallodynic action in these mice (Yalcin et al.,

2009a; Fig. 4D) (Adrb2−/− mice: F2,15 = 77.5, p b 0.0001; post-hoc:

(NP-Nortriptyline = NP-Saline) b Sham-Saline at p b 0.001). β2-ARs

are thus indirectly mediating both the molecular and the behavioral

actions of nortriptyline.

To test whether this action on TNFα may be generalized to other

antidepressants, we tested the selective serotonin and noradrenaline

reuptake inhibitor venlafaxine. Two-week venlafaxine treatment sup-

pressed both the neuropathic allodynia (Fig. 4F) (F2,26 = 5.63, p b 0.01;

post-hoc: (NP-Ven = Sham-Saline) N NP-Saline at p b 0.001) and the

neuropathic overexpression of mTNFα in the lumbar dorsal root ganglia

(Fig. 4G) (H2,24 = 10.64, p b 0.005; (Sham-Saline = NP-Ven) b NP-

Saline at p b 0.05).
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The Western blot approach allows differentiating mTNFα (26 kDa)

from soluble TNFα (17 kDa). While mTNFα changed with neuropathic

pain and its treatments, the soluble form of TNFα remained

undetectable in the dorsal root ganglia. We also assessed soluble TNFα

in serum by ELISA, and no soluble TNFα could be detected (Fig. 4H).

These results support a preferential role of mTNFα in neuropathic

pain (Zhou et al., 2010), and reveal mTNFα as a downstream target

for antidepressant drug action.

Anti-TNFα relief of neuropathic allodynia

The concomitant loss of anti-TNFα and antiallodynic actions of

nortriptyline in Adrb2−/− mice, suggested that mTNFα could be

critical for both the pathophysiology and the treatment of neuro-

pathic pain. Thus, we tested the influence of etanercept and

infliximab – clinically used anti-TNFα drugs that do not cross the

blood–brain barrier – on neuropathic allodynia. Both drugs

suppressed this symptom, with infliximab displaying the fastest

onset of therapeutic action and maintaining its antiallodynic action

over 3 weeks following a single administration (Fig. 5A) (Infliximab:

F24,192 = 7.68, p b 0.0001; post-hoc: NP-Infliximab N NP-Saline at

p b 0.001 on post-surgery days 16 to 35. Etanercept: F24,192 = 7.34,

p b 0.0001; post-hoc: NP-Etanercept N NP-Saline at p b 0.001 on post-

surgery days 18 to 35, and b Sham-Saline until post-surgery day 24).

This difference between infliximab and etanercept may be related not

only to differences in their half-lives (8 to 9.5 days versus 70 h in humans;

notice instructions), but also to the fact that infliximab binds to mTNFα

with higher avidity and stability than etanercept (Scallon et al., 2002).

Together, the results support a critical role of peripheral mTNFα in

the maintenance of neuropathic allodynia. Moreover, the therapeu-

tic efficacy of etanercept was still observed in Adrb2−/− mice

(Fig. 5B), supporting the idea that mTNFα acts downstream of

these adrenoceptors (Etanercept, Adrb2+/+ mice: F3,20 = 14.80,

p b 0.0001; post-hoc: NP-Etanercept N NP-Saline at p b 0.001. Eta-

nercept, Adrb2−/− mice: F3,20 = 30.22, p b 0.0001; post-hoc: NP-

Etanercept N NP-Saline at p b 0.001).

Satellite cells are the source of TNFα in dorsal root ganglia

Infliximab is an artificial mouse/humanmonoclonal antibody direct-

ed against TNFα, and we observed that it was effective in vivo to

suppress neuropathic allodynia. We thus perfused neuropathic mice

after in vivo administration of infliximab, and detected this antibody

to visualize its binding to mTNFα. The presence of infliximab in dorsal

root ganglia after intraperitoneal injection (Fig. 6A) and its absence

within the spinal cord and the brain (Figs. 6B, C) confirmed that this

drug does not cross the blood–brain barrier and that its antiallodynic

action is peripherally mediated. Co-staining with markers of satellite

cells (GS, Fig. 7A) or neuronal cells (NT, Fig. 7A) (CGRP, NF200, SP, IB4,

Fig. 7B) revealed that mTNFα was more selectively expressed by the

satellite cells in the dorsal root ganglia.

Discussion

The need to improve neuropathic pain therapies is important with

respect to the side effects and to the relative efficacy of existing treat-

ments. In this context, decrypting themechanismof existing treatments

may help in improving them or in discovering new therapeutic targets.

Our data show that the antiallodynic action of chronic antidepressant

treatment involves the peripheral nervous system. We provide evi-

dence that β2-ARs present on dorsal root ganglia satellite cells are

responsible for this action, and that local mTNFα expression can be

important for the maintenance and treatment of neuropathic pain.

Noradrenaline is a major actor in the action of antidepressant treat-

ment (Barrot et al., 2009, 2010). Previous studies in murine models of

peripheral neuropathy showed that this therapeutic effect can be

blocked by lumbar intrathecal manipulations (Suzuki et al., 2008;

Yalcin et al., 2009b), which supports a common hypothesis implying

the recruitment of noradrenergic descending pathways in the analgesic

action of antidepressants (Millan, 2002; Yoshimura and Furue, 2006).

However, intrathecalmanipulations also affect the closest nearby dorsal

root ganglia, preventing to distinguish between central and peripheral

action. By comparing noradrenergic lesions at different levels of the

nervous system, we show that the peripheral noradrenergic system is

necessary for the antiallodynic property of nortriptyline. In this case

the local source of noradrenaline would be provided by sympathetic

fibers sprouting in dorsal root ganglia that accompanies peripheral

nerve injury (McLachlan et al., 1993; Ramer and Bisby, 1998). Converse-

ly, the antiallodynic action of the antidepressant is still present after

destruction of noradrenergic descending pathways. While these

descending pathways are well known to exert an inhibitory control

over nociceptive information (Millan, 2002), our data show that they

do not play a critical role in antidepressant action. Nevertheless, the

peripheral mechanism for the relief of peripheral neuropathic pain

does exclude that the central component of antidepressants also partic-

ipates to their therapeutic action, particularly concerning anxio-

depressive and cognitive co-morbidities that often accompanies neuro-

pathic pain (Attal et al., 2011). Indeed, neuropathic pain does alter

supraspinal noradrenergic systems (Alba-Delgado et al., 2013).

Dorsal root ganglia are composed of pseudo-unipolar type neurons

whose afferent axons relay sensory information into the central nervous

system, and of non-neuronal cells such as resident immune cells and

satellite glial cells around the soma of neurons (Hanani, 2005; von

Hehn et al., 2012). β2-AR mRNA was previously detected in dorsal

root ganglia (Maruo et al., 2006). In our study, we found that these

receptors are more precisely expressed in non-neuronal cells, which
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are likely satellite cells expressing mTNFα. These satellite cells are the

peripheral analogs of the central nervous system's astrocytes which

are also known to express β2-AR on their membrane in various species

including human (Mantyh et al., 1995; Trimmer et al., 1984). Moreover,

we observed that the efficacy of β2-AR coupling to a transduction path-

way increasing intracellular calcium is enhanced in the lumbar dorsal

root ganglia under neuropathic condition. Together, our data indicate

that the peripheral nerve injury does create the substrate – i.e. norad-

renergic sprouting and enhanced β2-AR functionality – through which

the antidepressant treatment acts to relieve neuropathic allodynia.

Recent data indicate that neuropathic painmay partly be considered

as a neuro-immune disorder, with a critical involvement of glial and/or

immune cells following nerve injury (Austin andMoalem-Taylor, 2011;

Thacker et al., 2007; Vallejo et al., 2010). The activation of these cells at
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the lesion site or in the dorsal root ganglia for the peripheral nervous

system, or in the spinal cord or supraspinal structures for the central

nervous system, results in the production of cytokines (Austin and

Moalem-Taylor, 2011; White et al., 2009). Pro-inflammatory cytokines

produced in the peripheral nervous system after injury participate in

the pathophysiology of neuropathic pain (Leung and Cahill, 2010;

Sommer et al., 2001a; Wagner and Myers, 1996), particularly in its

initiation. In installed neuropathic pain, some cytokines such as TNFα

still display enhanced expression, which has pathophysiological

relevance. Indeed, blocking TNFα can relieve neuropathic pain

symptoms both in animals ((Sommer et al., 2001a, 2001b); present

results) and in humans (Korhonen et al., 2005; Tobinick and

Davoodifar, 2004). Our results suggest that antidepressant drugs

would act as indirect anti-TNFα drugs to relieve neuropathic allodynia.

This anti-TNFα effect of antidepressants is partial as it suppresses

neuropathy-induced TNFα overexpression without affecting basal

expression of the cytokine. The mechanism is β2-AR mediated, as

indicated by the loss of both anti-TNFα and behavioral actions of

nortriptyline in Adrb2−/−mice.

TNFα is primarily membrane-bound (mTNFα, 26 kDa), and this

mTNFα is cleaved by the TNFα converting enzyme TACE to release the

soluble peptide (sTNFα, 17 kDa). The diffusible sTNFα is the most

studied form of TNFα. However, mTNFα is also biologically active as

self-assembling non-covalent bound trimers (MacEwan, 2002). After

chronic neuropathy, we did not detect sTNFα in the serum or in the

dorsal root ganglia, butwe found a significant increase ofmTNFαwithin

the dorsal root ganglia. While we cannot exclude the presence of

concentrations of sTNFα that would be below detection threshold, our

data however support a preferential role for mTNFα. This preferential

recruitment of mTNFα in neuropathic pain has also been observed by

other groups in the spinal cord (Hao et al., 2007; Peng et al., 2006),

where it is produced by glial cells (Zhou et al., 2010). In the dorsal

root ganglia, we observed that the mTNFα was produced by satellite

cells, which might participate in neuropathic allodynia by influencing

the nearby nociceptors through a local cell–cell signaling communica-

tion (Cabal-Hierro and Lazo, 2012; McCoy and Tansey, 2008; Santello

and Volterra, 2012). Moreover, this local mTNFα recruitment by the

neuropathic condition should not be considered as a classical inflamma-

tory cascade. Indeed, neither IL-1 nor IL-6 expression was affected by

the neuropathy at late time-points (present data), and the inhibition

of the inflammatory cascade through Cox targeting by ketoprofen has

no antiallodynic action (Benbouzid et al., 2008a).

The noradrenaline, at the start point of the antidepressant's thera-

peutic cascade, originates from sympathetic fibers sprouting in the

dorsal root ganglia. Interestingly, the sympathetic nervous system has

also been shown to be a potent regulator of TNFα production after lipo-

polysaccharide (LPS) exposure (Elenkov et al., 2000; Szelenyi et al.,

2000). In LPS-induced inflammation, noradrenaline released from

sympathetic nerve fibers or β-AR agonists inhibit the production of

TNFα by immune and glial cells (Severn et al., 1992; van der Poll et al.,

1994) and this modulatory effect may be mediated via β2-AR (Hetier

et al., 1991; Nakamura et al., 1998). Our results support the idea that

antidepressant drugs would act on neuropathic allodynia through a

similar cascade of events (Fig. 8).

While a therapeutic action of anti-TNFα treatments can be observed

in neuropathic pain, direct anti-TNFα therapies such as etanercept or
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infliximab may not be appropriate for a large clinical use in the neuro-

pathic pain context. Indeed, the balance of benefits/risks requires

improvements as these compounds display major side effects, affecting

the immune system and its ability to fight infections or cancer. Some of

these risks are life-threatening with a notable incidence. Direct anti-

TNFα therapy may thus be acceptable for the major inflammatory or

auto-immune diseases for which these compounds are presently

prescribed as second choice treatments (i.e. rheumatoid polyarthritis

or psoriasis which is resistant to other known treatments), but they

would be less acceptable for neuropathic pain which is a more wide-

spread condition. These direct anti-TNFα treatments are fusion proteins

capturing TNFα. They may be considered as too effective, blocking high

pathological TNFα levels as well as physiologically relevant TNFα.

Present data on the neuropathic pain models suggest that the indirect

blunting of TNFα overexpression (as observed with antidepressants or

β2-mimetics) could be of interest, as it may preserve physiological

levels of TNFα and thus prevent some of the adverse effects of direct

anti-TNFα targeting. While this hypothesis is still speculative at this

point, the exploration of other partial inhibitors of TNFα production

warrants further research.

In conclusion, this study highlights a novel mechanistic substrate for

antidepressant drug action against neuropathic pain. By recruiting

noradrenaline from sympathetic fibers sprouting in the dorsal root

ganglia, antidepressant drugs stimulate local β2-ARs on non-neuronal

cells. This action decreases mTNFα production and leads to the

antiallodynic effect. This finding is an important step to understand

themechanism bywhich antidepressant drugs relieve this neurological

condition. Our data obtained in a mouse model suggest that directly or

indirectly targeting TNFαmay potentially offer alternative therapeutics

to antidepressant drugs for neuropathic pain management. It is impor-

tant to note that this study was conducted in an animal model with

intraperitoneal treatments. It will now require confirmation with oral

administration of antidepressant drugs and a clinical validation. Such

future validation will also be critical to confirm the value of this ap-

proach for translational research on neuropathic pain and its treatment.
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II. Effet anti-TNF  d�un traitement prolongé par un iPDE4

A. Introduction 

L�effet anti-TNF  d�un traitement par les iPDE4 a été mis en évidence dans le cas 

de pathologies respiratoires (Bundschuh et al., 2001). De plus, une étude réalisée in 

vitro sur des cultures de membranes synoviales provenant de patients atteints de 

douleur inflammatoire chronique a démontré que l�aprémilast (iPDE4) inhibait la 

synthèse de TNF  (McCann et al., 2010). Par conséquent, nous avons cherché à 

déterminer si un traitement prolongé par un iPDE4 diminuait l�expression du TNF  

dans les DRG. 

B. Protocole 

Les DRG correspondants aux segments lombaires L4, L5, L6 ont été prélevés chez 

des animaux neuropathiques traités par un iPDE4 ainsi que chez des animaux 

contrôles. La procédure d�extraction protéique et de Western blot est décrite dans 

la section IV. des Méthodes générales. Les bandes obtenues sont évaluées en 

niveaux de gris à l�aide du logiciel Adobe PhotoShop CS5. Un ratio TNF/Tubuline est 

calculé pour chaque échantillon et les valeurs obtenues sont exprimées en quantité 

relative par rapport aux animaux Sham.  

C. Résultats 

Cinq semaines après l�induction de la neuropathie, nous observons une 

augmentation significative des taux de TNF  dans les DRG (Figure R-13.B). Par 

ailleurs, un traitement prolongé par le rolipram permet de restaurer des taux de TNF  

semblables à ceux observés pour les animaux Sham (Figure R-13.B). 

D. Statistiques 

Test statistique Interaction Statistique P-valeur 

Anova Kruskal-Wallis Effet intergroupes H2,24 = 12,74 < 0.01 

Test U-Mann Whitney Sham Sal. X Cuff Sal. Z = 3,30 < 0.01 

Test U-Mann Whitney Cuff Sal. X Cuff Rol. Z = 2,67 < 0.01 
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E. Conclusion 

L�effet antiallodynique d�un traitement prolongé par le rolipram semble corrélé à 

une diminution des taux de TNF  dans les DRG. Notre étude (Bohren et al., 2013) 

démontre que le TNF  serait préférentiellement exprimé par les SGCs du DRG. De 

plus, une étude suggère que l�effet anti-TNF  des !2-agonistes serait dépendant de 

la production intracellulaire d�AMPc (Christiansen SH 2011). Néanmoins, le lien direct 

entre l�activation de la voie AMPc/PKA et l�inhibition de la synthèse de TNF  reste à 

déterminer. Dans notre modèle, nous avons également démontré qu�un traitement 

prolongé par un inhibiteur de la voie NF-kB, le PDTC, supprimait l�allodynie 

neuropathique (donnée non montrées). Nous pouvons donc supposer que 

l�expression du TNF  dans les DRG est dépendante de l�activation du facteur de 

transcription NF-kB. Si certaines études suggèrent que la voie AMPc/PKA inhibe la 

translocation du facteur de transcription NF-kB dans le noyau des cellules (Kwak et 

al., 2005), d�autres n�ont démontré aucun effet (Abdulla and Renton, 2005). Bien que 

l�effet anti-TNF  semble être un mécanisme commun aux antidépresseurs, !2-

agonistes et iPDE4, les études prochaines devront déterminer les voies de 

signalisation intracellulaire mises en jeu. 
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Chapitre 5 

Mécanisme d�action d�un inhibiteur de PDE4 : 

Utilisation d�une approche par imagerie 

calcium 
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I. Identification des neurones et des cellules non-neuronales du DRG 

A. Introduction 

Afin de déterminer le mécanisme d�action d�un iPDE4, nous avons utilisé une 

approche d�imagerie calcium sur des cultures de DRG dissociés. Le DRG est une 

structure hétérogène constituée de neurones et de cellules non-neuronales. Il existe 

plusieurs sous-types de neurones classés en fonction du diamètre de leur corps 

cellulaire, de l�expression de récepteurs aux neurotrophines ou de certains 

neuropeptides (III. de la partie Introduction). Les cellules non-neuronales regroupent 

les SGCs ainsi que des cellules immunitaires résidentes. Nous avons donc cherché à 

établir des critères morphologiques et fonctionnels permettant de différencier les 

neurones des cellules non-neuronales sur nos cultures de DRG.  

B. Protocole 

Les DRG correspondants aux segments lombaires L4, L5 et L6 sont prélevés et mis 

en culture (section V. des Méthodes générales). Le protocole d�introduction de la 

sonde dans les cellules, l�enregistrement et l�analyse des résultats sont décrits dans la 

section VI. des Méthodes générales. 

C. Résultats 

1. Identification des neurones du DRG : approche morphologique.

Nous avons procédé à des régressions non-linéaires de type gaussien pour 

déterminer si la distribution cumulée du diamètre des corps cellulaires (dcc) (Figure R-

14.B) pouvait être ajustée par 2 ou 3 courbes gaussiennes.  

La première équation (I) comporte deux gaussiennes :  

f(x) = (N1/2)*(1 + erf( ((X-"1)/#1)/sqrt(2))) + (N2/2)*(1 + erf( ((X- "2)/#2)/sqrt(2))) 

N,   et ! décrivent respectivement l�effectif cumulé, la moyenne et la variance de 

chacune des distributions. 

La seconde équation (II) comporte trois gaussiennes :  

f(x) = (N1/2)*(1 + erf( ((X-"1)/#1)/sqrt(2))) + (N2/2)*(1 + erf( ((X- "2)/#2)/sqrt(2)))+ (N3/2)* 

(1+ erf( ((X- "3)/#3)/sqrt (2))) 

Les deux types d�ajustement sont effectués et comparés par un test statistique de 

Fischer. Si l�ajustement réalisé avec l�équation (II) est significatif par rapport à 
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Figure R-14. Identification des neurones du DRG : approche morphologique. (A) Photographie en fond 

clair d�un champ d�une culture de ganglions rachidiens. Les corps cellulaires des neurones sensoriels primaires 

sont arrondis et contrastés. Notons également la différence de diamètre entre les différents corps cellulaires. 

(B) Ajustement non-linéaire de la distribution cumulée du diamètre des neurones du DRG. La distribution 

cumulée a été ajustée par 3 courbes gaussiennes. (C) Les paramètres \ (moyenne), s (déviation standard) et 

N (effectif cumulé) ont été déterminés pour chacun des ajustements. (D) La representation graphique de 

l�ajustement à 3 courbes gaussiennes sur l�histogramme de distribution du diamètre des neurones du DRG. 

Notons que la population neuronale ayant un diamètre moyen de 44 \,$&B?$ S-.7%&,&)?$ +&A+&B&)?D&. Les 

différents modèles d�ajustements sont comparés par un test statistique de Fischer. Si un ajustement est signifi-

catif alors les paramètres \, s et N sont analysés statistiquement par la méthode des asymptotes.
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l�équation (I), alors les paramètres " et # sont analysés statistiquement par la 

méthode des asymptotes. La distribution cumulée des dcc se caractérise par un 

ajustement à 3 courbes gaussiennes (Figure R-14.B), pour laquelle les paramètres N, 

" et # ont été déterminés (Figure R-14.C). Ainsi, nous distinguons 3 classes de 

neurones. Les neurones de petit diamètre (Ø moyen = 21,2 µm), les neurones de 

diamètre moyen (Ø moyen = 35,3 µm) et enfin les neurones de gros diamètre (Ø moyen = 

44 µm). L�histogramme indique que les neurones de petit diamètre, correspondants 

à des neurones de type C, sont les plus représentés (Figure R-14.D). 

2. Identification des neurones du DRG : approche fonctionnelle.

Des données obtenues chez la souris indiquent que le récepteur TRPV1 est 

majoritairement exprimé sur les neurones de petit diamètre (Zwick et al., 2002). 

L�application de capsaïcine (4 secondes) à 2 µM induit une entrée massive de 

calcium provenant du milieu extracellulaire se traduisant par une augmentation du 

ratio de fluorescence (Figure R-15.A et B). Une distribution cumulée du dcc de la 

population totale des neurones enregistrés a été comparée à la distribution des 

neurones ayant répondu à la capsaïcine par un test de Kolmogorov-Smirnov (Figure 

R-15.C). On remarque qu�environ 80% des neurones qui expriment ce récepteur ont 

un diamètre inférieur ou égale à 25 µm. 

3. Identification des cellules non-neuronales du DRG

Sur nos cultures de DRG l�application d�ATP (50 µM) entraine une augmentation 

de la concentration intracellulaire de calcium dans les neurones et les cellules non-

neuronales (Figure R-16). A l�inverse, l�application d�UTP (50 µM), activant 

majoritairement les récepteurs de type P2Y, entraine une réponse dans la cellule 

non-neuronale alors qu�aucun effet n�est observé dans le neurone. L�application de 

KCl (50 mM) induit une dépolarisation des neurones et une entrée massive de 

calcium provenant du milieu extracellulaire. Ainsi, nous avons considéré que la 

cellule enregistrée était un neurone lorsqu�une réponse au KCl a été détectée. A 

l�inverse une cellule a été identifiée comme non-neuronale lorsqu�une absence de 

réponse au KCl et une réponse à l�UTP a été observée. 

152



0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

0.7

0.9

1.1

1.3

1.5

1.7

ATP

 (10 sec.) UTP

 (10 sec.)

KCl

 (4 sec.)

R
 =

 F
3

4
0

 
/ 

F 3
8

0

Time (min)

9 min0.7 min0.6 min 9.1 min 15.6 min 15.7 min 17.3 min 17.4 min

ATP UTP KCl Capsaïcine

Figure R-16. Identification des cellules neuronales et non-neuronales du DRG. Cette illustra-

tion démontre l�existence de deux populations cellulaires distinctes. Les tracés représentent 

l�évolution du ratio de fluorescence d�un neurone (en rouge) et d�une cellule non-neuronale (en bleu) 

en fonction du temps.   L�application d�ATP (50 µM) augmente la concentration intracellulaire de 

calcium et cela se traduit par une augmentation du ratio R= F
340

 / F
380

 dans le neurone et la cellule 

non-neuronale. L�application d�UTP (50 µM) induit une augmenation de R dans la cellule non-

neuronale, alors qu�aucune variation n�est observée dans le neurone. Ainsi, une réponse suite à 

l�application d�UTP associée à une absence de réponse au KCl est le critère servant à identifier les 

cellules non-neuronales. 

0.6

2.0

F
lu

o
re

sc
e

n
ce

 r
a
!

o

Caps.

 (6 sec.)

153



D. Statistiques 

Estimation Asymp. SE  P-valeur Asymp. < 95% Asymp. > 95% 

 1 21.18 0.04 < 0.001 21.11 21.26

!1 3.70 0.03 < 0.001 3.64 3.76

N1 347.30 3.08 < 0.001 341.26 353.35

 2 35.34 0.24 < 0.001 34.86 35.82

!2 3.27 0.55 < 0.001 2.19 4.35

N2 93.02 40.95   < 0.05 12.56 173.47

 3 43.98 5.08 < 0.001 34.01 53.96

!3 6.90 2.94   < 0.05 1.14 12.67

N3 71.49 44.51    > 0.05 -15.95 158.93

E. Conclusion 

La caractérisation des différents types et sous-types cellulaires représente le point 

de départ de notre étude. L�ajustement gaussien de la distribution du dcc démontre 

l�existence de 3 populations neuronales distinctes. Néanmoins l�analyse statistique 

des paramètres de l�ajustement a révélé que l�effectif cumulé N3 (de la 3ème 

population) était non significatif (D. Statistiques). La petite proportion de neurones A! 

ex vivo peut s�expliquer par le fait qu�elle est la population cellulaire la plus 

faiblement représentée in vivo (Lawson et al., 1993). De plus, les procédures de 

dissociation enzymatique et mécanique utilisées lors de la mise en culture peuvent 

induire la perte d�un certain nombre de cellule.  
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II. Sensibilité des neurones et des cellules non-neuronales à un iPDE4

A. Introduction 

Sur des cultures de DRG d�animaux neuropathiques, les récepteurs !2-

adrénergiques sont exclusivement portés par les cellules non-neuronales (Bohren et 

al., 2013, Chapitre 4 section I. des Résultats). A l�inverse, aucun effet de cet agoniste 

n�a été observé sur des cultures issues d�animaux contrôles. Considérant qu�une 

différence fonctionnelle puisse exister entre les cultures de DRG d�animaux 

neuropathiques et contrôles, nous avons voulu tester la différence de sensibilité à un 

iPDE4 entre ces deux conditions. 

B. Protocole 

Les DRG ont été prélevés chez des animaux Cuff et Sham 5 semaines après la 

chirurgie. La mise en culture est effectuée selon le même schéma expérimental que 

précédemment (section V. Méthodes générales). Les expériences d�imagerie 

calcium ont débuté environ 18 heures après l�ensemencement. 

C. Résultats 

1. Effet d�un iPDE4 sur des cultures de DRG d�animaux neuropathiques

Le rolipram (100 µM) (iPDE4) stimule les neurones et les cellules non-neuronales du 

DRG.  De plus, nous observons une augmentation significative du pourcentage de 

neurones répondant au rolipram chez les animaux Cuff par comparaison aux 

animaux Sham. Le même effet est observé pour les cellules non-neuronales, où 

environ 25% des cellules sont recrutés en condition neuropathique alors que ce 

chiffre tombe à 5% chez les animaux contrôles (Figure R-17.A). Le tracé représente 

l�enregistrement d�une cellule non-neuronale ayant répondu à l�application de 

rolipram. (Figure R17.B). 

2. Dose-réponse.

La dose-réponse a été effectuée sur des cultures de DRG issues d�animaux Cuff. 

Environ 15% des neurones enregistrés ont répondu à une concentration de rolipram 

de 100 µM alors que seulement 1,4% sont activés lorsque la concentration est 10 fois 

moins importante (Figure R-18.A). A l�inverse, que ce soit à 10 µM ou 100 µM, le 
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A. B.

Figure R-17. Localisation de l�effet d�un iPDE4. (A) Histogramme illustrant le pourcentage de 

neurones et de cellules non-neuronales ayant répondu au rolipram chez les animaux Sham (en blanc) 

et Cuff (en jaune). On observe une augmentation du nombre de réponses neuronales et non-

neuronales sur les cultures de DRG provenant d�animaux Cuff par comparaison aux animaux Sham. 

(B) Tracé representant l�évolution du ratio de fluorescence d�une cellule non-neuronale au cours du 

temps. L�application d�UTP (50 µM) induit un changement de R alors qu�aucune réponse n�est 

observée après application de KCl (50 mM). De plus, une augmentation de la concentration intracellu-

laire de calcium est observée lors de l�application de rolipram (100 µM). 
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µM. Cette étude a été réalisée sur des cultures de DRG d�animaux Cuff. On observe une réduction 

du nombre de neurones répondant au rolipram à une concentration de 10 µM. A l�inverse, aucun 

changement n�est observé pour les cellules non-neuronales. (B) Courbe de dose-réponse des 

neurones après application de rolipram à 1 µM, 3 µM, 10 µM, 30 µM, 100 µM, et 300 µM. Un ajuste-

ment par une courbe exponentielle a été effectué permettant de décrire l�amplitude du pic de fluores-

cence en fonction du logarithme de la concentration de rolipram. Les paramètres A1 (Vmax) et A2 
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rolipram recrute environ 25 à 30% des cellules non-neuronales (Figure R-18.A). La 

présence potentielle d�une désensibilisation des réponses non-neuronales a rendu 

impossible la réalisation d�une courbe complète de dose-réponse. En revanche, 

dans le cas des réponses neuronales, une étude de dose-réponse a pu être 

effectuée. Pour cela, des applications successives de rolipram à une concentration 

de 1 µM, 3 µM, 10µM, 30 µM, 100 µM et 300 µM ont été réalisées. L�ajustement d�une 

courbe de dose-réponse a été effectué à partir des valeurs individuelles d�amplitude 

obtenues pour chaque cellule et normalisées par l�amplitude mesurée à la 

concentration de 10 µM. La courbe de dose-réponse est décrite par l�équation 

suivante : f(x)=Amax*X/(X+K) où Amax représente l�amplitude maximum et K 

correspond à la valeur de la concentration efficace à 50% (CE50). Les paramètres 

Amax et K ont été analysés statistiquement (méthode des asymptotes). Pour un souci 

de clarté, l�ajustement de la courbe de dose-réponse illustré par la figure R-18.B, a 

été effectué à partir des amplitudes moyennes et exprimées en fonction du 

logarithme de la concentration de rolipram. La constante K (CE50) déterminée à 

partir de l�ajustement est de 30 µM.  

3. Identification du sous-type de neurone recruté par un iPDE4

La distribution cumulée du dcc des neurones ayant répondu au rolipram (I) a été 

comparée à la distribution cumulée des neurones n�ayant pas répondu à cette 

substance (II) par un test de Kolmogorov-Smirnov. Nos données indiquent que la 

distribution (I) diffère significativement de la distribution (II). Cela signifie que le 

rolipram active un contingent de neurones dont le diamètre moyen diffère 

significativement de la distribution totale. En effet, environ 80% des neurones 

sensibles au rolipram ont un diamètre inférieur ou égal à 22 µm (Figure R-19). 

D. Statistiques 

Interaction Type cellulaire Test statistique P-valeur 

Sham X Cuff Neurones Fischer  < 0,01 

Sham X Cuff Cellules non-neuronales Fischer  < 0.05 

Rol. sensible X Rol. insensible Neurones Kolgmogorov-Smirnov   < 0.001 

Paramètre Estimation Asymptote SE P-valeur 

Amax 2.85 0.33  < 0.001 

K (CE50) 29.86 12.13 < 0.05 
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E. Discussion et conclusion  

Sur une culture de DRG d�animaux neuropathiques, le pourcentage de neurones 

et de cellules non-neuronales répondant au rolipram augmente significativement 

par comparaison aux animaux contrôles. Nous avons montré que la terbutaline,  2-

agoniste, active sélectivement les cellules non-neuronales du DRG (Bohren et al., 

2013, Chapitre 4 section I. des Résultats). Le récepteur  2-adrénergique appartient à 

la famille des récepteurs couplés aux protéines Gs et sa stimulation entraine une 

augmentation des taux intracellulaires d�AMPc. Les données moléculaires suggèrent 

que les PDE4 sont activées suite à la stimulation des récepteurs  2-adrénergiques. 

Celles-ci sont responsables de l�hydrolyse de l�AMPc (Bruss et al., 2008), participant 

ainsi au mécanisme de rétrocontrôle négatif.  L�augmentation de la sensibilité des 

cellules non-neuronales au rolipram suggère l�existence d�un tonus de production 

d�AMPc dans les neurones et les cellules non-neuronales. De plus, certaines données 

suggèrent que l�augmentation de la concentration d�AMPc dans les cellules non-

neuronales conduit à l�inhibition de la synthèse de cytokines pro-inflammatoires 

comme le TNF! (Christiansen et al., 2011; Bohren et al., 2013).  

A l�inverse, de nombreuses études indiquent que l�activation de la voie 

AMPc/PKA conduit à une hyperexcitabilité des neurones sensoriels, et cela a pu être 

observé in vitro (Wang et al., 2007) et in vivo (Cruz Duarte et al., 2012). Nos données 

semblent indiquer que les neurones sensibles au rolipram appartiennent à la classe 

des neurones de type C ou A" ayant un diamètre inférieur à 22 µm. Ces études ex 

vivo laissent à penser que le rolipram aurait un double effet sur la transmission de 

l�information nociceptive. Ainsi, son action sur les cellules non-neuronales serait 

corrélée à une activité antinociceptive alors que son action neuronale pourrait être 

considérée comme pronociceptive (voir aussi Chapitre 5 section IV. des Résultats ci-

après). 

 L�étude de dose-réponse révèle que le pourcentage de neurones répondant à 

une concentration de 10 µM est quasi nul. A l�inverse, aucune différence significative 

n�a été observée dans le cas des réponses non-neuronales. La sous-famille des PDE4 

comporte 4 sous-types, PDE4, A, B, C et D codés par 4 gènes indépendants, le 

rolipram étant un inhibiteur non sélectif de ces différents sous-types. Néanmoins, une 

étude a mis en évidence que le rolipram possédait une meilleure affinité pour la 

PDE4A et la PDE4B avec un IC50 de 1,1 et 0,9 nM respectivement alors qu�il est de 61 

nM pour la PDE4D (Wang et al., 1997). Cette différence de sensibilité pourrait 
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s�expliquer par le patron d�expression des sous-types de PDE. Par exemple, la PDE4B 

est majoritairement associée aux cellules gliales (Christiansen et al., 2011; Ghosh et 

al., 2012) alors que la PDE4D semble préférentiellement exprimée dans les neurones 

(Por et al., 2012). 
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III. Origine du calcium et rôle du récepteur  2-adrénergique

A. Introduction 

Les données de la littérature indiquent que l�application de rolipram sur des 

cultures de neurones augmente les taux intracellulaires d�AMPc (Mironov et al., 

2009). Le recrutement de la voie AMPc/PKA peut conduire à l�activation de canaux 

calcium membranaires (Distler et al., 2003) ou stimuler la libération de calcium 

provenant des stocks intracellulaires (Lefkimmiatis et al., 2009). Par conséquent, nous 

avons voulu déterminer l�origine du calcium mis en jeu lors de l�activation des 

neurones et des cellules non-neuronales par un iPDE4. Enfin, de nombreuses études 

suggèrent l�existence d�un couplage entre les récepteurs  2-adrénergiques et les 

PDE4. En ce sens, une approche in vivo et ex vivo a été utilisée afin d�évaluer l�effet 

du rolipram chez les souris sauvages et déficientes pour le récepteur  2-

adrénergiques.  

B. Protocole 

L�origine du calcium mis en jeu a été déterminée en utilisant des cultures de DRG 

d�animaux C57BL/6J prélevés entre 5 et 8 semaines après l�induction de la 

neuropathie.  

 Le rôle des récepteurs  2-adrénergiques a été évalué ex vivo et in vivo. Pour cela, 

les DRG ont été prélevés chez des animaux Cuff sauvages et déficients pour les 

récepteurs  2-adrénergiques. La mise en culture est effectuée selon le même 

schéma expérimental que précédemment (section V. Méthodes générales). Les 

expériences d�imagerie calcium ont été réalisées entre 18 et 24h après la mise en 

culture. Enfin, l�effet antiallodynique d�un traitement prolongé par le rolipram a été 

mesuré chez des souris sauvages ou déficientes pour les récepteurs  2-

adrénergiques. 

C. Résultats 

1. Origine du calcium (Ca2+)

Lorsque l�enregistrement a été effectué en présence de Ca2+ dans  le milieu 

extracellulaire, 100% des neurones ont répondu au KCl alors que ce chiffre tombe à 

moins de 2% en absence de Ca2+ dans le milieu (Figure R-20.B). La dépolarisation de 
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la cellule engendrée par l�application de KCl entraine l�ouverture de canaux 

voltage-dépendants provoquant une entrée massive de Ca2+ extracellulaire. Nous 

avons ensuite démontré que l�activation des cellules neuronales et non-neuronales 

par le rolipram nécessite le recrutement du Ca2+ provenant du milieu extracellulaire. 

En effet, environ 18% des neurones enregistrés répondent au rolipram alors que ce 

chiffre tombe à 5% en l�absence de Ca2+ extracellulaire (Figure R-20.A). De même, 

nous observons une diminution significative du pourcentage de cellules non-

neuronales sensibles au rolipram en l�absence de Ca2+ extracellulaire (Figure R-20.A). 

2. Rôle du récepteur  2-adrénergique

Respectivement 18% et 14% des neurones ont répondu au rolipram chez les souris 

sauvages et déficientes pour les récepteurs  2-adrénergiques. De la même manière, 

environ 25% des cellules non-neuronales ont répondu chez les souris les sauvages 

contre 20% chez les animaux déficients pour ce récepteur (Figure R-21.A). Ainsi, il 

semble que les réponses au rolipram ne soient pas dépendantes de la présence des 

récepteurs  2-adrénergiques. Au niveau comportemental, nos résultats montrent que 

l�effet antiallodynique du rolipram apparait après environ 12  jours de traitement 

chez les animaux sauvages et que ce délai est maintenu chez les animaux déficients 

pour les récepteurs  2-adrénergiques (Figure R-21.B et C). 

D. Statistiques 

 Analyse de la variance  (ANOVA)  Analyse post-hoc (Test de Duncan)  

Traitement Génotype Interaction Statistique P-valeur Comparaison des groupes Jours  P-valeur 

Rolipram WT 
Groupe X 

Temps 
F10,140 = 14,60 < 0.001 

Cuff Rolipram > Cuff Saline  Jour 27-37 < 0.001 

Cuff Rolipram = Sham Saline Jour 34-37 > 0.05 

Rolipram !2"AR
"/"

 
Groupe X 

Temps 
F10,140 = 12,60 < 0.001 

Cuff Rolipram > Cuff Saline Jour 29-37 < 0.001 

Cuff Rolipram = Sham Saline Jour 34-37 > 0.05 

Interaction Type cellulaire Test statistique P-valeur 

Sans Ca2+ X Avec Ca2+ Neurones Fischer < 0,01 

Sans Ca2+ X Avec Ca2+ Cellules non-neuronales Fischer < 0.01 

KCl avec Ca2+ X KCl sans Ca2+ Neurones Fischer < 0,001 

WT X KO !2-AR Neurones Fischer > 0,05

WT X KO  2-AR Cellules non-neuronales Fischer > 0,05 

E. Conclusion 

L�effet du rolipram sur les neurones et les cellules non-neuronales semble 

dépendant de la présence de calcium extracellulaire. Cela nous indique que 
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Figure R-20. Mécanisme d�action d�un iPDE4 : rôle du calcium extracellulaire. (A) Histo-

gramme illustrant le pourcentage de neurones et de cellules non-neuronales répondant au rolipram 

en présence et en absence de calcium extracellulaire. Ces expériences ont été réalisées sur des 

cultures de DRG provenant d�animaux Cuff. Lorsque le milieu extracellulaire est dépourvu de 

calcium on observe une diminution significative du pourcentage de neurones et de cellules non-

neuronales répondant au rolipram. (B) Histogramme représentant la proportion de neurones 

répondant à une application de KCl (50 mM) en absence et en présence de calcium extracellulaire. 

Ce résultat est utilisé comme un contrôle des conditions expérimentales. 
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l�augmentation de la concentration de calcium intracellulaire est liée à l�ouverture 

de canaux membranaires sur les neurones et les cellules non-neuronales.  

Une étude publiée en 2001, montre que les récepteurs  2-adrénergiques peuvent 

s�associer à un canal calcium formant ainsi un macrocomplexe composé de 

l�adénylate cyclase et de la PKA (Davare et al., 2001). La régulation de la voie 

AMPc/PKA pourrait donc influencer l�état de phosphorylation de ces canaux et par 

conséquent leur probabilité d�ouverture. Mais l�effet du rolipram reste présent en 

l�absence des récepteurs  2-adrénergiques. Ces résultats laissent supposer que 

l�effet du rolipram observé chez les animaux déficients pour le récepteur  2-

adrénergique pourrait être lié soit à l�activation d�autres récepteurs exprimés sur les 

SGCs du DRG, soit à une augmentation tonique de la production d�AMPc, ces deux 

mécanismes n�étant pas exclusifs l�un de l�autre. Les SGCs du DRG expriment 

d�autres récepteurs couplés aux protéines G, parmi lesquels nous pouvons citer les 

récepteurs aux purines (Kobayashi et al., 2013), et qui peuvent constituer autant de 

sources de production d�AMPc. L�observation de réponses calciques au rolipram 

pourrait également s�expliquer par une augmentation de l�activité de l�adénylate 

cyclase en condition neuropathique. En effet, une étude relate que 

l�hyperexcitabilité des neurones des DRG ex vivo serait lié à une activation accrue 

l�adénylate cyclase conduisant à la production d�AMPc (Song et al., 2006). Ainsi, 

l�effet du rolipram observé chez les animaux déficients pour le récepteur  2-

adrénergiques pourrait être lié à une suractivation de l�adénylate cyclase dans les 

SGCs se traduisant par une augmentation tonique de la production d�AMPc. 
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IV. Rolipram et hyperalgésie : rôle du récepteur TRPV1

A. Introduction 

Dans notre étude, nous avons démontré que le rolipram activait les neurones et 

les cellules non-neuronales du DRG. De plus, nos données supposent que l�effet anti-

TNF! du rolipram serait lié à son action sur les cellules non-neuronale, de la même 

manière que lors d�un traitement par les  2-agonistes (Bohren et al., 2013, Chapitre 4 

section I. des Résultats).  

A l�inverse, certaines études suggèrent que l�activation de la voie AMPc/PKA 

induit une hyperexcitabilité des neurones du DRG, ce qui traduirait donc un effet 

pronociceptif de la molécule (Song et al., 2006). Nous avons démontré que l�effet 

neuronal était présent lorsque le rolipram était appliqué à de forte concentration ex 

vivo (Chapitre 5 section II. des Résultats). Aux doses utilisées dans nos études 

comportementales, nous n�avons pas réussi à mettre en évidence l�effet 

pronociceptif du rolipram. En effet, l�administration de rolipram par voie systémique 

à forte doses est rendu impossible par la présence de nombreux effets indésirables, 

notamment sédatifs de la molécule (Silvestre et al., 1999).  

Le rolipram active un contingent particulier de neurones ayant un diamètre 

inférieur à 25 µm (neurones C et/ou A") où est majoritairement exprimé le récepteur 

TRPV1 (Zwick et al., 2002). L�activation du récepteur TRPV1 conduit au recrutement 

d�un complexe composé de l�adénylate cyclase et de la PKA modulant ainsi 

l�activité du récepteur (Efendiev et al., 2013). Par conséquent, nous avons testé ex 

vivo l�action du rolipram sur l�état de désensibilisation du récepteur TRPV1. In vivo, 

nous avons évalué l�effet d�une injection locale de rolipram sur l�hypersensibilité 

mécanique induite par une application topique de capsaïcine. 

B. Protocole 

1. Imagerie calcium : protocole de désensibilisation

Les DRG provenant des segments lombaires L4, L5 et L6 sont mis en culture selon le 

même protocole que décrit précédemment (section V. Méthodes générales) 

Le protocole de désensibilisation consiste en l�application répétée d�une solution de 

capsaïcine (2 µM, 4 secondes), à intervalles de 3 minutes, sur une durée totale de 18 

minutes (7 applications). Une perfusion de solution extracellulaire (pour les 5 
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premières applications et la 8ème application) ou de rolipram (pour la 6ème 

application) a été effectuée 1 minute avant chaque application de capsaïcine.  

2. Effet d�une application topique de capsaïcine

Ces expériences ont été effectuées sur des souris mâles C57BL/6j âgées de 6 à 8 

semaines. Le seuil de sensibilité mécanique est déterminé avant la procédure 

d�injection (test 1) (Figure R-23.A). Les animaux ont reçu une injection intraplantaire 

de rolipram (0,2 mg/ml) (Cunha et al., 1999) ou de solution véhicule. Brièvement, une 

seringue Hamilton de 50 µL est insérée sous la surface plantaire et un volume de 10 

µL est injecté. L�injection est réalisée sous anesthésie gazeuse (Isoflurane 2%) et 

effectuée de façon unilatérale. Immédiatement après l�injection, une application 

topique d�une solution de capsaïcine (0,1 mM dans 50% d�éthanol avec du NaCl 

0,9%) ou de véhicule a été effectuée à l�aide d�un coton tige sur la surface plantaire 

de l�animal préalablement traitée. Le seuil de sensibilité mécanique des animaux est 

évalué 15 minutes après l�injection (test 2) (Figure R-23.A) 

C. Résultats 

1. Rolipram et récepteur TRPV1

L�application répétée de capsaïcine entraine une diminution progressive de 

l�amplitude des réponses calciques. Pour chaque cellule, la décroissance observée 

a été ajustée par une courbe exponentielle dont l�équation est la suivante : 

Y=A0*EXP (-Taux*X) où A0 correspond à l�amplitude au temps 0 et taux représente 

un constante de temps. La sixième application de capsaïcine, a été précédée par 

une perfusion de rolipram pendant 1 minute dans le bain. La valeur moyenne de 

l�amplitude correspondante est représentée par le point violet (Figure R-22.A). A 

l�aide de l�équation ci-dessus, nous avons déterminé la valeur théorique de 

l�amplitude de la réponse sans prétraitement par le rolipram. Cette valeur est 

représentée sur l�histogramme par la barre grise (Figure R-22.B). La valeur mesurée 

est comparée à la valeur théorique calculée à partir de l�ajustement, en utilisant un 

test T de Student. Ainsi, nous avons montré que la valeur de l�amplitude mesurée est 

significativement supérieure à la valeur théorique.  
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Figure R-22. Mécanisme d�action d�un iPDE4 : rôle du récepteur TRPV1. (A) Tracé representant la 

decroissance de l�amplitude du pic de fluorescence lors d�applications répétées de capsaïcine (2 µM) 

pendant 4 secondes à intervalles de 3 minutes. Les 5 premières applications de capsaïcine (en vert) ont été 

précedées d�une perfusion de solution extracellulaire. La sixième application (en violet) est précédée d�une 

perfusion de rolipram (100 µM, 20 s). Enfin, une période de �wash� de 3 minutes est effectuée avant une 

dernière application de capsaïcine (en bleu). Le profil de désensibilisation de la réponse calcique a été 

ajusté à l�aide d�un courbe exponentielle pour chacune des cellules enregistrées (n=16), et l�ajustement a 

été réalisé à partir des valeurs d�amplitudes observées lors des 5 premières applications. La mesure des 

paramètres A1 et A2 de la courbe exponentielle nous a permis de déterminer la valeur théorique du ratio de 

fluorescence sans pré-traitement par le rolipram. (B) Histrogramme représentant la décroissance de 

l�amplitude des réponses suite à une application répétée de capsaïcine. La valeur mesurée (en violet) est 

comparée à la valeur théorique (en gris) calculée à partir de l�ajustement, et qui represente l�amplitude de la 

réponse théorique sans pré-traitement par le rolipram.
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2. Sensibilité mécanique.

L�application topique de capsaïcine à faible concentration (0,1 mM) faisant suite 

à une administration intraplantaire de solution véhicule n�induit aucun changement 

du seuil de sensibilité mécanique (figure R-23.B). L�injection intraplantaire de rolipram 

potentialise l�effet de la capsaïcine. En effet, nous observons une diminution 

significative de la valeur du seuil de sensibilité mécanique (test 2) (Figure R-23.B).  

D. Statistiques 

Données e x vivo  

Interaction Test  Statistique P-valeur

Valeur théorique X Valeur mesurée Student F = 5,32 < 0,001 

Données in vivo  

Interaction Test  Statistique P-valeur

Intraplantaire X Topique X Temps Anova F1,20 = 5,74 < 0,05 

E. Discussion et conclusion 

L�application répétée de capsaïcine induit diminue progressivement l�amplitude 

des réponses au cours du temps. Nous avons démontré que le rolipram potentialise 

transitoirement l�effet de la capsaicine sur son récepteur. En effet, la valeur de 

l�amplitude mesurée après application de rolipram est significativement supérieure à 

l�amplitude détectée lors de la précédente application. Ainsi, ces données nous 

permettent d�affirmer que le rolipram potentialise l�effet d�un agoniste des 

récepteurs TRPV1.  

Nous avons également montré que la pente de la courbe exponentielle n�était 

pas modifiée par l�application de rolipram. En effet, l�amplitude mesurée lors de la 

7ème application de capsaïcine est inférieur à celle obtenue lors de 5ème application. 

Cette donnée indique que l�effet du rolipram est transitoire et le profil de 

désensibilisation du récepteur ne semble pas modifié sur le long terme. Par contre, 

d�autres données obtenues sur des cultures de ganglions trigéminaux semblent 

démontrer que le rolipram (Por et al., 2012) et la forskoline (Efendiev et al., 2013) 

bloquent la désensibilisation du récepteur TRPV1.  

Dans notre étude, l�action de la capsaïcine sur son récepteur a été évaluée sur 

une même cellule, et un seul point temporel a été utilisé pour mesurer l�effet du 

rolipram. Cela nous a permis d�utiliser chaque cellule comme son propre contrôle et 

ainsi de diminuer considérablement le nombre de cellules nécessaires pour l�analyse 

statistique. Afin de déterminer l�implication potentielle du rolipram sur l�état de 

désensibilisation du récepteur, les prochaines études devront être réalisées sur deux 
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groupes de cellules indépendants. De cette manière, nous pourrons comparer le 

profil complet de désensibilisation du récepteur avec ou sans application de 

rolipram. 

Au niveau comportemental, nous avons observé une diminution significative du 

seuil de sensibilité mécanique chez les animaux ayant reçu une administration 

intraplantaire de rolipram comparés aux animaux traités par la solution véhicule. 

L�absence de réponse suite à une application de capsaïcine à faible concentration, 

suggère que la stimulation du récepteur TRPV1 n�a pas atteint le seuil nécessaire au 

déclenchement d�un effet comportemental. En revanche, un prétraitement par le 

rolipram potentialise l�effet de la capsaicine sur son récepteur. Au niveau 

physiologique l�effet observé pourrait être lié à l�activation de fibres nociceptives 

exprimant le récepteur TRPV1, avec une intensité suffisante au déclenchement 

d�une réponse comportementale. Par conséquent, en utilisant une approche ex vivo 

et in vivo, nous avons mis en évidence que l�effet neuronal pronociceptif du rolipram 

pourrait être lié à son action sur le récepteur TRPV1. 

 Néanmoins, il convient de noter que l�expression du récepteur TRPV1 ne se limite 

pas aux neurones du DRG. En effet, des données ont révélé l�expression de ce 

récepteur dans les kératinocytes de l�épiderme (Inoue et al., 2002). Ainsi, 

l�hypersensibilité induite par la capsaïcine pourrait être liée à une activation locale 

de ces récepteurs. Enfin, bien que l�effet de la capsaïcine sur la sensibilité 

mécanique ait déjà été démontré (Yalcin et al., 2011), il semblerait toutefois 

nécessaire de tester son effet sur la sensibilité thermique des animaux.  

Pour résumer, nos résultats indiquent que le rolipram peut induire des effets 

opposés sur le système nociceptif. En effet, son action non-neuronale, présente à 

faible concentration ex vivo, serait corrélée à l�activité anti-TNF! de la molécule 

dans les DRG comme cela avait pu être observé lors d�un traitement par  2-

agonistes (Bohren et al., 2013, Chapitre 4, Section I. des Résultats). A l�inverse, 

l�action neuronale du rolipram, présente à de fortes concentrations ex vivo, semble 

traduire un effet pronociceptif de la molécule via le recrutement du récepteur 

TRPV1. Ainsi, l�effet antinociceptif ou pronociceptif de rolipram semble dépendre du 

type cellulaire recruté, de la dose ainsi que de la voie d�administration utilisée.  
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I. Considérations relatives au modèle in vivo  de douleur neuropathique 

Un modèle animal est un outil permettant l�étude et la modélisation d�un 

processus physiopathologique préalablement décrit chez l�Homme. Un modèle 

animal pertinent doit répondre à plusieurs critères : une validité homologique 

(similarité des étiologies et des mécanismes biologiques sous-jacents), une validité 

phénoménologique (le modèle est capable de reproduire les symptômes de la 

pathologie) et une validité prédictive (les traitements efficaces en clinique doivent 

l�être chez le modèle) (Willner, 1984). 

A. Validité homologique 

La validité homologique d�un modèle évalue la similarité des processus 

physiopathologiques qui caractérisent la maladie décrite chez l�Homme (Belzung 

and Lemoine, 2011). De nombreux modèles de douleurs neuropathiques ont été 

développés chez le rongeur. Une grande partie des études réalisées dans ce 

domaine utilisent des modèles de douleurs neuropathiques d�origine traumatique liés 

à des lésions mécaniques du système nerveux périphérique (Bennett and Xie, 1988; 

Seltzer et al., 1990; Kim and Chung, 1992; Decosterd and Woolf, 2000). La facilité 

d�accès du nerf sciatique en fait une cible privilégiée dans la plupart des modèles 

utilisés (Barrot, 2012). 

Au niveau clinique, les névralgies se définissent comme des lésions ou des 

irritations du nerf périphérique, se traduisant par l�apparition de douleur chez le 

patient, dont la chronicisation n�est pas systématique. Dans certains cas, les 

névralgies du sciatique proviennent de compressions en amont situées dans les 

racines lombaires correspondant à l�insertion du nerf au niveau spinal, et se 

définissent alors comme des radiculopathies nerveuse. Les neuropathies d�origine 

traumatique peuvent également intervenir à la suite d�interventions chirurgicales. En 

effet, cela est observé lors de thoracotomies où la compression des nerfs 

intercostaux entraine l�apparition de douleurs chroniques à composante 

neuropathique (Guastella et al., 2011). De plus, les compressions nerveuses 

observées chez les patients s�accompagnent de modifications histopathologiques 

dans le nerf lésé (Koike et al., 2010). De telles mo difications ont également été 

observées dans le modèle du Cuff. En effet, la compression du nerf sciatique 

entraine une diminution du nombre de fibres myélinisées de gros diamètre mais 
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également une altération des fibres amyéliniques de petit diamètre (Mosconi and 

Kruger, 1996). Ces modifications s�accompagnent d�une dégénérescence 

Wallerienne correspondant à la démyélinisation des axones au site de lésion 

(Mosconi and Kruger, 1996). 

Les enregistrements microneurographiques réalisés chez les patients douloureux 

neuropathiques révèlent l�apparition d�activités électriques spontanées au sein du 

nerf lésé pouvant traduire l�apparition de douleurs spontanées chez le patient (Serra, 

2012). De telles modifications électrophysiologiques des fibres afférentes primaires 

ont également été décrites dans des modèles animaux de douleur neuropathique 

d�origine traumatique (Nakamura and Atsuta, 2004). 

Dans la majorité des cas, il semble que l�apparition de douleurs neuropathiques 

d�origine traumatique chez le patient soit liée à l�apparition de compression des 

nerfs périphériques (syndrome canalaire, syndrome radiculaire, polykystose). Les 

syndromes canalaires correspondent à une réduction de la taille du canal où 

cheminent les nerfs périphériques. A l�inverse, les syndromes radiculaires représentent 

une réduction du foramen intervertébral se traduisant par une compression de la 

racine. Dans le modèle du Cuff, la compression réalisée à l�aide du manchon se 

situe sur le trajet du nerf périphérique se rapprochant un peu plus de syndromes 

canalaires observés chez l�Homme. Il convient de noter que les compressions 

nerveuses observées en clinique sont liées à des mécanismes physiologiques 

(compression liée à un muscle) ou physiopathologiques (compression liée à une 

tumeur bénigne ou maligne). Dans notre modèle, l�introduction d�un corps étranger 

permettant d�induire une compression ne reflète pas forcement les mécanismes 

physiopathologiques observés chez l�Homme, mais offre une grande reproductibilité. 

Ces modèles tentent ainsi de se rapprocher de l�étiopathogénie clinique des 

neuropathies d�origine traumatique chez les patients, et semblent suffisamment 

pertinents pour l�étude des mécanismes sous-tendant l�apparition de telles 

pathologies. 

B. Validité phénoménologique 

La validité phénoménologique ou isomorphique se définit par la présence ou non 

de signes de comportements douloureux similaires aux symptômes observés chez 

l�Homme. Les comportements observés chez l�animal font suite à l�apparition de 

douleurs « spontanées » ou de douleurs « provoquées » par un stimulus externe, ces 
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dernières étant de ce fait considérées comme des phénomènes d�hyperalgésie et 

d�allodynie. Les modifications comportementales liées à la compression nerveuse 

induite par le  Cuff  peuvent être corrélées avec certains symptômes présents chez 

l�Homme.  

1. Modélisation de comportements provoqués

Nous observons quelques jours après l�induction de la neuropathie le 

développement d�une allodynie mécanique statique et ipsilatérale à la lésion. 

L�appréciation de l�hypersensibilité mécanique en clinique tient compte de la 

mesure d�une allodynie statique et dynamique chez le patient (Bouhassira et al., 

2004) bien que cette dernière soit plus fréquemment observée (Hansson, 2003). De 

plus, il semblerait que ces 2 types d�allodynies soient liés à la stimulation de fibres 

sensorielles différentes (Field et al., 1999). L�appréciation de l�allodynie dynamique 

peut présenter des difficultés d�étude chez la souris et peu d�équipes y sont 

parvenues (Sasaki et al., 2008). Les essais réalisés au sein du laboratoire se sont 

révélés pour l�instant peu concluants, notamment à cause de la faible 

reproductibilité des résultats.  

Dans le modèle du Cuff, nous observons l�apparition d�une hypersensibilité 

thermique qualifiée d�hyperalgésie. Celle-ci se met en place dès les premiers jours 

suivant la chirurgie mais disparait environ 3 semaines après l�induction de la 

neuropathie (Benbouzid et al., 2008b). Ce résultat semble peu étonnant compte 

tenu du fait que le développement de troubles de la sensibilité thermique peut varier 

en fonction du modèle utilisé. En effet, dans un modèle de constriction du nerf 

sciatique l�hypersensibilité thermique se développe rapidement et perdure pendant 

plusieurs semaines (Bennett and Xie, 1988) alors qu�elle est le plus souvent absente 

dans un modèle de ligature des nerfs spinaux (Roytta et al., 1999). A l�exception de 

certains types de neuropathies, l�hyperalgésie au chaud est un signe clinique 

souvent absent (Hansson, 2003) et par conséquent peu utilisé comme outil d�aide au 

diagnostic des patients douloureux chroniques (Bouhassira et al., 2004).  

L�allodynie au froid s�observe dans la plupart des modèles de douleur 

neuropathique (Gregory et al., 2013) mais les essais réalisés dans le modèle du Cuff 

se sont avérés peu probants. Contrairement à l�hyperalgésie au chaud, la présence 

d�une allodynie au froid semble être un symptôme fréquemment observé chez les 

patients (Jorum et al., 2003). Une étude menée en France sur 106 patients atteints de 
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douleurs neuropathiques révèle que les hypoesthésies (au chaud ou au froid) sont les 

signes cliniques les plus souvent observés et pour lesquels des mesures chez l�animal 

n�ont pas été proposées (Bouhassira et al., 2005). 

En clinique, les douleurs neuropathiques se traduisent par l�apparition de 

symptômes parfois différents pour des étiologies semblables (von Hehn et al., 2012). 

Cette différence peut être liée à la diversité des mécanismes physiopathologiques 

sous-jacents. Bien que la qualité du modèle puisse être en lien avec le nombre de 

symptômes décrits, un modèle pertinent ne doit pas forcément rendre compte de 

l�intégralité des symptômes pouvant être présent chez l�Homme, sachant que ces 

symptômes sont rarement tous présents chez un même patient. 

2. Modélisation de comportements spontanés

L�expérience douloureuse chez l�Homme comprend une dimension sensorielle, 

affective et cognitive.  En clinique,  les douleurs neuropathiques se caractérisent par 

l�apparition de douleurs spontanées chez le patient et constituant l�un des 

symptômes les plus fréquemment observés (Klein et al., 2005). L�évaluation de 

douleurs spontanées nécessite l�utilisation d�outils d�aide au diagnostic reposant sur 

des questionnaires comme le DN4 (douleur neuropathique en 4 questions) 

(Bouhassira et al., 2005) ou encore le pain DETECT (Freynhagen et al., 2006). Cette 

mesure traduit la nécessité d�une expression verbale de la sensation douloureuse, ce 

qui ne peut être mesuré chez l�animal.  

L�expression douloureuse comprend une composante émotionnelle pouvant aussi 

être mesurée par l�expression faciale du patient, notamment lorsqu�il ne peut 

s�exprimer. En effet, l�échelle des « visages » est un outil d�aide au diagnostic 

classiquement utilisé en clinique et permettant d�évaluer l�intensité douloureuse chez 

le petit enfant. Récemment, des études ont montré que la mesure de l�expression 

faciale chez la souris (Langford et al., 2010) et le rat (Sotocinal et al., 2011) pouvaient 

constituer un bon critère d�évaluation de la douleur spontanée chez l�animal dans 

différents modèles animaux de douleurs aiguës. L�évaluation d�une telle expression 

chez les rongeurs comprend la mesure du resserrement orbital, de la position du nez, 

des oreilles ou encore des vibrisses (Langford et al., 2010). Toutefois, chez les animaux 

neuropathiques, la chronicisation de la douleur entraine une disparition de cette 

signature émotionnelle rendant ainsi plus difficile l�utilisation d�une telle mesure dans 

notre modèle (Langford et al., 2010). 
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Plus récemment, l�utilisation de conditionnements de place a permis d�étudier les 

comportements douloureux dits « spontanés » chez l�animal constituant ainsi une 

avancée dans le domaine (Qu et al., 2011). En effet, ces tests vont permettre de 

mesurer le soulagement de la douleur spontanée induit par un analgésique aux 

propriétés intrinsèques non récompensantes chez l�animal non douloureux. En 

utilisant cette même procédure de conditionnement de place chez la souris, les 

travaux récemment menés par de l�équipe ont permis de mettre en évidence la 

présence de douleur spontanée dans le modèle du Cuff (Barthas et al., 2014). Enfin, 

environ 30% des patients atteints de douleur neuropathique développent des 

troubles de l�humeur. L�utilisation de tests comportementaux a permis là aussi de 

mettre en évidence l�apparition de phénotypes de type anxieux et dépressifs dans 

le modèle du Cuff (Benbouzid et al., 2008b; Yalcin et al., 2011a). 

C. Validité prédictive 

Une des fonctions d�un modèle animal de pathologie est de permettre d�évaluer 

l�efficacité thérapeutique de nouveaux traitements. La validation prédictive d�un 

modèle de douleur repose sur sa sensibilité aux analgésiques classiquement utilisés. 

Pour la douleur neuropathique, ce sont les antidépresseurs ou les anticonvulsivants. 

Dans le modèle du Cuff, l�effet antiallodynique des antidépresseurs et des 

anticonvulsivants est observé à doses modérées lors d�une administration prolongée. 

Par ailleurs, le délai thérapeutique semble similaire à celui observé en clinique chez 

les patients traités par antidépresseurs (Attal et al., 2010) renforçant ainsi la 

pertinence clinique du modèle utilisé. Cet effet s�observe dans le modèle du Cuff 

pour des molécules efficaces en clinique comme les ATC (amitriptyline) et les IRSN 

(duloxétine). Par contre, la fluoxétine n�a aucun effet thérapeutique dans notre 

modèle ce qui rejoint les données cliniques obtenues chez l�Homme démontrant 

une efficacité limitée des ISRS dans le traitement de la douleur neuropathique. Enfin, 

les douleurs neuropathiques sont connues pour être résistantes aux anti-

inflammatoires non-stéroïdiens et cela a pu être confirmé dans notre modèle où un 

traitement par le kétoprofène n�a pas effet sur l�allodynie neuropathique (Benbouzid 

et al., 2008b).  

La valeur prédictive d�un modèle de douleur repose d�une part sur sa sensibilité 

aux analgésiques utilisés en clinique et d�autre part sur sa capacité à prédire 

l�efficacité de nouveaux traitements pharmacologiques. Néanmoins, il convient de 
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noter que le potentiel analgésique de médicaments est souvent évalué chez 

l�animal sur le développement de comportements « provoqués » comme l�allodynie 

ou l�hyperalgésie (Mogil and Crager, 2004). Dans les études cliniques, l�effet 

analgésique des médicaments est par contre mesuré sur les états de douleurs 

spontanées continues, réduisant ainsi la possibilité d�une comparaison avec les 

études menées chez l�animal (Le Bars et al., 2012). Les moyens mis en �uvre pour 

mesurer l�effet analgésique des médicaments dans les domaines clinique et 

préclinique pourraient participer pour partie au succès limité du passage de la 

paillasse à la clinique humaine. Ce succès limité pourrait aussi être lié aux différents 

protocoles d�administrations utilisés. En effet, lors d�études précliniques, l�effet 

analgésique des composés est souvent testé en aigu, à doses fortes ne reflétant pas 

la condition dans laquelle est utilisé le médicament en clinique (Berge, 2011). Dans le 

modèle du Cuff, nous avons démontré qu�un traitement prolongé par un  2-agoniste 

a un effet antiallodynique. Au niveau clinique, une étude dont le but est d�évaluer 

l�efficacité des  2-agonistes dans le traitement de la douleur neuropathique est 

actuellement en cours aux Hôpitaux Universitaires de Strasbourg. L�efficacité d�un tel 

traitement chez l�Homme constituerait un argument de poids quant à la valeur 

prédictive du modèle et des procédures utilisés.  

La grande complexité des symptômes observés chez les patients qui peuvent être 

différents pour des étiologies semblables (Defrin et al., 2001) rend la modélisation 

animale difficile et assurément incomplète. En conclusion, le modèle du Cuff n�a pas 

la prétention de reproduire les douleurs neuropathiques d�origine traumatique 

observées chez l�Homme, mais selon Bennett et son « principe de similarité » 

l�essentiel est de s�en rapprocher. 
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II. Considérations relatives au modèle ex vivo

A. Hypersensibilité des neurones à un iPDE4 

Nous avons utilisé une approche d�imagerie calcium sur des cultures de DRG 

dissociés provenant d�animaux neuropathiques et contrôles. Bien que l�utilisation de 

tels modèles soit répandue (Kage et al., 2002; Andre et al., 2003; Tan et al., 2006), 

certains points méritent d�être discutés. En effet, des données récentes suggèrent 

que le processus de dissociation utilisé lors de la mise en culture pourrait contribuer à 

l�hyperexcitabilité des neurones observée e x vivo  (Zheng et al., 2007). Cette 

hyperexcitabilité se traduit par une diminution du seuil de déclenchement des 

potentiels d�action et par une augmentation de l�activité spontanée. En effet, dans 

les premières heures suivant la dissociation les auteurs ont observé une 

augmentation de la fréquence spontanée des potentiels d�action dans les neurones 

du DRG, phénomène qui semble indépendant de la lésion nerveuse réalisée in vivo  

(Zheng et al., 2007). De plus, il semblerait que ce mécanisme soit dépendant de 

l�activation de la voie AMPc/PKA (Zheng et al., 2007). Ainsi, le tonus de production 

d�AMPc à l�origine de l�hyperexcitabilité neuronale pourrait favoriser l�apparition des 

réponses au rolipram dans notre étude.  

Il convient de noter que cette étude (Zheng et al., 2007) a été réalisée sur des 

cultures de DRG fraîchement dissociés, c�est-à-dire environ 2 heures après 

l�ensemencement. Or, le temps semble être un facteur primordial pour la présence 

ou non de tels mécanismes d�hyperexcitabilité. En effet, lorsque les enregistrements 

sont réalisés 24 heures après la mise en culture, comme dans notre cas, l�activité 

spontanée des neurones du DRG issus d�animaux contrôles est atténuée par 

comparaison aux animaux neuropathiques (Ma and LaMotte, 2005). A l�inverse, 

aucune différence n�a été observée entre les deux conditions lorsque les 

enregistrements sont réalisés 2 heures après la mise en culture (Ma and LaMotte, 

2005). De plus, les résultats obtenus lors de l�enregistrement des neurones de DRG 

intacts (sans dissociation) semblent similaires à ceux observés après 24 heures de 

mise en culture (Ma and LaMotte, 2005). Par conséquent, lorsque des modèles e x 

vivo  ont pour objectif la comparaison de conditions neuropathique et contrôle, 

l�enregistrement de l�activité neuronale après 24 heures de mise en culture semble 

plus approprié. Dans notre étude, les cultures de DRG ont été comparées après 

environ 1 jour de culture. Par ailleurs, le pourcentage de réponse au rolipram 
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observé chez les animaux neuropathiques (19% des neurones) est comparé à celui 

d�animaux contrôles « Sham » (8% des neurones). L�utilisation de cultures « contrôles » 

permet de limiter l�apparition de biais liés à l�état intrinsèque de la culture. En effet, 

en considérant que la dissociation contribue de manière égale à l�hyperexcitabilité 

des neurones e x vivo , les différences résiduelles observées entre les animaux Cuff et 

Sham pourraient ainsi refléter l�activité cellulaire in vivo  faisant suite à une lésion 

nerveuse périphérique. 

B. Imagerie calcium et signal AMPc 

Nous avons montré qu�une application de rolipram augmente la concentration 

intracellulaire de calcium, effet qui semble lié à la stimulation de la voie AMPc 

(Mironov et al., 2009). 

Il convient de noter que l�hydrolyse de l�AMPc par la PDE4 peut être régulée de 

manière différente en fonction de la localisation subcellulaire du signal AMPc 

généré (Castro et al., 2014). En effet, le rolipram est capable d�augmenter de 

manière tonique la concentration d�AMPc au sein de microdomaines situés à 

proximité de la membrane plasmique des neurones alors que son effet sur la 

concentration cytosolique d�AMPc reste négligeable (Castro et al., 2010). 

L�existence d�une différence de régulation du signal AMPc pourrait s�expliquer par 

un ratio surface/volume plus important au sein des microdomaines facilitant une 

augmentation rapide de la concentration d�AMPc. A l�inverse, le faible ratio 

surface/volume du cytosol n�est pas propice à une augmentation tonique de la 

concentration d�AMPc du fait de la rapide diffusion de ce second messager dans le 

milieu intracellulaire (Castro et al., 2010; Castro et al., 2014). L�augmentation de la 

concentration cytosolique de calcium suite à l�application de rolipram pourrait être 

liée à l�action de ce dernier sur la production tonique d�AMPc au sein des 

microdomaines cytoplasmiques. Ainsi, les réponses calciques dans notre étude 

pourraient être liées à l�activation de canaux membranaires situés à proximité du 

microdomaine cytoplasmique activé.  

L�utilisation d�une approche d�imagerie AMPc (Castro et al., 2010) nous 

permettrait de détecter la cinétique de l�effet du rolipram sur les taux d�AMPc 

intracellulaire ainsi que sa possible localisation au sein de microdomaines 

cytoplasmiques. De plus, nous avons vu précédemment que la localisation 

subcellulaire des PDE peut varier en fonction du sous-type (Figure I-8 section V. 
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Introduction). Ainsi, la localisation des microdomaines activés lors de l�application de 

rolipram pourrait peut-être donner des indications sur le(s) sous-type(s) de PDE 

impliqué(s) dans les réponses calciques observées. 

C. Mise en évidence de l�origine du calcium dans les réponses à un iPDE4 

Nous avons montré que l�effet neuronal du rolipram sur des cultures de DRG 

d�animaux neuropathiques était perdu en l�absence de calcium extracellulaire 

(Chapitre 5 section III. des Résulats). Bien que l�effet du rolipram semble dépendre 

de l�activité de canaux membranaires perméables au calcium, l�implication 

potentielle d�une composante intracellulaire ne peut être exclue. 

Tout d�abord, il convient de noter que certains iPDE sont capables de stimuler la 

libération de calcium provenant des stocks intracellulaire (Usachev and Verkhratsky, 

1995) et cette libération peut stimuler l�entrée de calcium provenant du milieu 

extracellulaire (Gemes et al., 2011).  

De cette manière, le rolipram pourrait induire une libération de calcium provenant 

des stocks intracellulaires. Cette stimulation sous-liminaire, c�est-à-dire ne 

déclenchant pas de réponse calcique, permettrait a posteriori le recrutement de 

canaux membranaires perméables au calcium. Ainsi, lorsque le milieu est dépourvu 

de calcium, la stimulation unique des stocks intracellulaires de calcium n�induirait 

pas le déclenchement d�une réponse calcique. Afin de s�assurer d�une action 

exclusive de canaux membranaires dans les réponses calciques au rolipram, il 

semblerait nécessaire de tester l�effet du rolipram en présence de thapsigargine, 

bloquant sélectif des ATPases calciques situées sur le réticulum endoplasmique. 

Certaines données suggèrent que la neuropathie elle-même pourrait modifier la 

concentration intracellulaire de calcium dans les neurones sensoriels primaires 

(Rigaud et al., 2009). En effet, dans un modèle de lésion du nerf sciatique une 

diminution de la concentration de calcium dans le réticulum endoplasmique des 

neurones sensoriels a été observée (Gemes et al., 2011). Dans notre modèle les 

comparaisons des réponses au rolipram en présence et en absence de calcium 

extracellulaire ont été effectuées chez des animaux neuropathique. Par 

conséquent, nous pouvons considérer que les concentrations intracellulaires de 

calcium sont équivalentes dans les deux conditions.  
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III. Mécanisme d�action d�un iPDE4 dans les cellules non-neuronales du DRG

A. Recrutement du Ca2+  

Dans notre étude, nous avons montré que les réponses non-neuronales observées 

après application de rolipram étaient abolies en absence de calcium extracellulaire. 

La dépendance de l�effet observé vis-à-vis de la présence de calcium 

extracellulaire semble indiquer une action indirecte du rolipram sur l�activité de 

canaux membranaires perméables au calcium.  

Nos données préliminaires indiquent que l�effet du rolipram sur les neurones et les 

cellules non-neuronales est indépendant de l�activation de la PKA (données non 

montrées). Bien qu�il s�agisse de résultats préliminaires, cela suggère que les réponses 

calciques pourraient être liées à l�activation de canaux directement sensibles aux 

nucléotides cycliques. Des données récentes indiquent que les canaux cationiques 

CNG (Cyclic Nucleotide Gated-Channel) sensibles à l�AMPc ou au GMPc seraient 

préférentiellement exprimés par les cellules gliales du système nerveux (Podda et al., 

2012). Un canal CNG, le CNGA3, est exprimé par les SGCs du DRG et la délétion 

sélective de ce canal aggrave les signes d�hyperalgésie et d�allodynie dans un 

modèle de douleur inflammatoire (Heine et al., 2011). Le mécanisme de cette 

aggravation n�est pas clairement établi, mais certains auteurs suggèrent que 

l�entrée de calcium liée à l�activation de ces canaux pourrait contribuer au 

recrutement secondaire de canaux potassium activés par le calcium (Kca
2+) (Podda 

et al., 2012). Il serait intéressant de déterminer si ce canal CNG dans les SGCs, ou 

d�autres dans les neurones, pourraient être impliqués dans les réponses calciques au 

rolipram.  

B. Inhibition de la production de TNF  

1. AMPc et TNF 

De nombreuses données suggèrent que la voie AMPc peut moduler l�expression 

du TNF! (Zhu et al., 2001). Dans notre étude, nous avons montré que les 

antidépresseurs, les  2-agonistes et les iPDE4 ont un effet anti-TNF! après un 

traitement prolongé. Bien qu�à l�origine ces molécules soient différentes, les 

antidépresseurs,  2-agonistes et iPDE4 ont tous trois la capacité d�activer la voie 

182



AMPc/PKA (Elenkov et al., 2000; Morioka et al., 2009). Ainsi, ces données laissent à 

penser qu�un lien entre la voie AMPc et le TNF! pourrait exister. 

Sur des cultures d�astrocytes, l�effet anti-TNF! du clenbutérol ( 2-agoniste) est 

potentialisé par un iPDE4, le rolipram, mais pas par un iPDE3 (Christiansen et al., 2011) 

et cet effet serait lié à une augmentation de la concentration intracellulaire d�AMPc. 

Ces données laissent supposer l�existence d�une synergie d�action de ces molécules 

dans les effets anti-TNF! observés (Christiansen et al., 2011). Cette synergie d�action, 

probablement liée à une surproduction d�AMPc intracellulaire, laissent à penser 

qu�une approche combinatoire utilisant de faibles doses d�un  2-agoniste et d�un 

iPDE4 pourrait permettre d�obtenir le même effet thérapeutique. Néanmoins, des 

essais préliminaires utilisant un traitement combiné par un antidépresseur et un  2-

agoniste à doses sous-liminaires se sont révélés peu concluants (donnée non 

montrées).  

2. Rôle de la voie NF-kB

La voie NF-kB joue un rôle important dans la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF! (Makarov, 2000) et l�administration locale d�ARN anti-

sens dirigé contre ce facteur de transcription atténue l�allodynie mécanique dans un 

modèle de douleur neuropathique (Sun et al., 2006). De plus, le développement de 

comportement nocifensifs peut dépendre de la dégradation du répresseur IkB! 

(inhibiteur endogène de NF-kB, Figure I-4 section VI. Introduction) dans les cellules 

gliales, activant ainsi la voie NF-kB (Fu et al., 2010). Dans notre étude, il semble que la 

neuropathie elle-même ne modifie pas l�expression d�IkB! dans les DRG, alors qu�un 

traitement prolongé par un antidépresseur augmenterait l�expression de ce 

répresseur (données non montrées). Cela suggère que les antidépresseurs pourraient 

recruter une voie de signalisation intracellulaire différente de celle altérée par la 

neuropathie. De la même façon, nous avons observé qu�un traitement prolongé par 

un iPDE4 diminuait l�expression du TNF! dans les DRG (Chapitre 4 section II. 

Résultats), effet qui semble lié à une surexpression d�IkB! (données non montrées). 

La question se pose alors du lien entre voie AMPc et voie NF-kB. Certaines 

données suggèrent que l�augmentation de la concentration intracellulaire d�AMPc 

induite par les antidépresseurs pourrait inhiber de manière indirecte l�activité de la 

voie NF-kB (Obuchowicz et al., 2014). Le lien entre l�activation de la voie AMPc et NF-

kB n�es pas clairement établi, mais pourrait être nucléaire, jouant sur l�expression 
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génique. En effet, la stimulation de la voie AMPc/PKA permettrait de phosphoryler le 

facteur de transcription CREB, cette activation conduisant au recrutement 

préférentiel par CREB de la CBP et facilitant de ce fait la dissociation du complexe 

CBP/NF-kB, dont l�association est indispensable à la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires (Delgado, 2002). D�autres données suggèrent que l�interaction entre 

les voies AMPc et NF-kB se situerait dans le cytoplasme de la cellule. En effet, la 

stimulation de la voie AMPc/PKA pourrait bloquer la dégradation d�IkB! se 

traduisant par une séquestration du facteur de transcription NF-kB dans le 

cytoplasme (Farmer and Pugin, 2000). Nos données préliminaires indiquent que 

l�effet anti-TNF! des antidépresseurs et des iPDE4 pourrait nécessiter une 

surexpression d�IkB!. Par conséquent, l�effet de la voie AMPc sur la voie NF-kB 

pourrait dans notre cas se localiser au niveau cytoplasmique après modification 

d�expression génique. 

Il est maintenant bien établi que la synthèse de cytokines pro-inflammatoires est 

dépendante l�activation de la voie NF-kB. Néanmoins, il est à préciser que le TNF! 

lui-même peut moduler la voie NF-kB (Patrizio, 2004). De manière intéressante, la 

stimulation de la voie NF-kB par le TNF! est associée à une diminution de la 

concentration intracellulaire d�AMPc liée à la suractivation de la PDE4B (Ghosh et 

al., 2012). La mise en évidence d�un mécanisme d�action réciproque entre TNF! et 

voie NF-kB suggère l�existence d�un rétrocontrôle positif pouvant participer au 

maintien d�un état pathologique. Ainsi, nous pouvons supposer que l�activation de 

la voie AMPc par les antidépresseurs, les  2-agonistes ou les iPDE4 permettrait de 

bloquer l�activation de la voie NF-kB, venant ainsi empêcher la pérennisation d�une 

boucle d�autorégulation positive de la synthèse de cytokine pro-inflammatoire 

comme le TNF!. 

3. Rôle de la voie des MAP kinases

D�autres données suggèrent que l�effet anti-TNF! d�un antidépresseur, d�un  2-

agoniste ou d�un iPDE4 ne serait pas forcément dépendant de la voie NF-kB 

(Christiansen et al., 2011). En effet, un traitement par un antidépresseur, la 

désipramine, diminue la production de TNF! induite par une injection de LPS et cet 

effet est lié à la déphosphorylation de la protéine p38 des MAPK (Liu et al., 2011). Par 

ailleurs, la production d�AMPc induite par la stimulation du récepteur  -adrénergique 

déphosphoryle aussi p38, atténuant ainsi la production de TNF! (Morioka et al., 
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2009). Cette déphosphorylation de p38 implique l�activation d�une phosphatase de 

type MKP-1 (MAP kinase phosphatase 1) dont l�expression dépend de la 

concentration intracellulaire d�AMPc (Korhonen et al., 2013). En ce sens, une étude 

a montré l�effet anti-TNF! d�un traitement par le rolipram (iPDE4) dans un modèle de 

douleur  inflammatoire (Korhonen et al., 2013), effet semblant impliquer la 

déphosphorylation de p38 par la phosphatase MKP-1 (Korhonen et al., 2013). 

Les résultats obtenus dans notre étude associés aux données de la littérature 

indiquent que la stimulation de la voie AMPc/PKA dans les cellules non-neuronales 

du DRG régule l�expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF!. Cet 

effet pourrait être lié à une inhibition de la voie NF-kB, mais une participation de la 

voie des MAP kinases ne peut être exclue. 

Il convient de noter que les analyses moléculaires que nous avons effectuées se 

heurtent à des difficultés techniques. En effet, le DRG est une structure hétérogène 

composée de neurones et de cellules gliales. Par conséquent, les variations 

d�expression protéiques mesurées pourraient être biaisées, l�effet global observé 

correspondant à la résultante de l�expression neuronale et non-neuronale de la 

protéine. La mise place de techniques peut permettre de séparer neurones et 

cellules gliales (Guez-Barber et al., 2012). L�utilisation d�une telle approche nous 

permettrait de visualiser séparément l�expression de la protéine d�intérêt dans ces 

sous-populations cellulaires. 
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IV. Mécanisme d�action d�un iPDE4 sur les neurones du DRG

A. AMPc et récepteur TRPV1 

Au cours de ce travail nous avons montré que les réponses neuronales au rolipram 

dépendent de la présence de calcium dans le milieu extracellulaire. Cette donnée 

suggère que le rolipram recrute des canaux ou des récepteurs membranaires 

perméables au calcium. De plus, des données préliminaires indiquent que l�effet 

neuronal du rolipram ne dépendrait pas du recrutement de canaux calcium 

voltage-dépendants. En effet, l�application de cadmium, bloquant non-sélectif des 

canaux calcium voltage-dépendants (Shoudai et al., 2010), ne modifie pas la 

proportion de réponses neuronales au rolipram (données non montrées). Ce résultat 

suggère que l�entrée de calcium induite par l�application de rolipram serait liée au 

recrutement de canaux calcium non voltage-dépendants ou à la stimulation de 

récepteurs canaux perméables au calcium.  

Par ailleurs, nous avons observé que le rolipram recrutait essentiellement des fibres 

de petit diamètre où est majoritairement exprimé le récepteur TRPV1 (Zwick et al., 

2002). Ensuite, nos données préliminaires montrent que le rolipram active 

préférentiellement des neurones sensibles à la capsaïcine. Le récepteur TRPV1 est un 

récepteur canal cationique non-sélectif impliqué dans la détection de chaleurs 

nociceptives (Caterina et al., 2000). Des données récentes suggèrent que 

l�activation pharmacologique de TRPV1 entraine la production locale d�AMPc et 

l�activation de la PKA favorisant ainsi la phosphorylation du récepteur sur sa partie N-

terminale (Mohapatra and Nau, 2003; Xu et al., 2012). La phosphorylation du 

récepteur entraine le recrutement d�un complexe  -arrestine/PDE4D, mécanisme 

qui semble participer à la désensibilisation de TRPV1 (Por et al., 2013). L�inhibition 

pharmacologique de la PDE4 pourrait donc augmenter la concentration locale 

d�AMPc ce qui se traduirait par une phosphorylation accrue du récepteur TRPV1 par 

la PKA et un blocage transitoire de la désensibilisation de ce même récepteur. 

Néanmoins, il semble que le pourcentage de réponses neuronales au rolipram soit 

similaire en présence d�inhibiteur de PKA (données non montrées). Ce résultat bien 

que préliminaire, suggère que la modulation du récepteur TRPV1 pourrait être liée au 

recrutement d�autres protéines kinases, parmi lesquelles nous pouvons citer la 

protéine kinase C (Varga et al., 2006).  
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La phosphorylation du récepteur TRPV1 peut bloquer son internalisation (Sanz-

Salvador et al., 2012). Dans notre étude, nous avons montré que l�amplitude de la 

réponse à la 7ème application de capsaïcine (en présence de rolipram) était 

significativement supérieure à celle observé lors de la 6ème application (sans 

rolipram). Or, si l�effet du rolipram était lié à un blocage de l�internalisation des 

récepteurs TRPV1, les réponses mesurées lors de la 7ème et la 6ème application 

auraient du avoir la même amplitude. Ainsi, il semble que l�effet du rolipram sur les 

réponses à la capsaïcine ne soit pas lié à un simple blocage de l�internalisation des 

récepteurs TRPV1, mais plutôt à une amplification de cette réponse. Cette 

potentialisation des réponses à la capsaïcine observée dans notre étude pourrait 

peut-être s�expliquer par une augmentation du nombre de récepteurs disponibles à 

la membrane. 

B. AMPc et récepteurs ! des opioïdes (DOR) 

Les résultats antérieurs de l�équipe ont mis en évidence le rôle prépondérant des 

DOR dans l�effet antiallodynique des antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008c). De la 

même façon, nous montrons que l�effet antiallodynique des  2-agonistes et des 

iPDE4 nécessite le recrutement du système opioïdergique endogène et plus 

particulièrement des DOR.  

En dépit du rôle primordial de ces récepteurs dans l�effet antiallodynique des 

antidépresseurs, des  2-agonistes ou des iPDE4, leur localisation neuroanatomique 

n�a pu à ce jour être clairement démontrée. Les données comportementales 

semblent indiquer un rôle préférentiel du système nerveux périphérique bien qu�une 

implication du système nerveux central ne peut être exclue. Dans le système nerveux 

périphérique, les DOR sont majoritairement exprimés sur les corps cellulaires et sur les 

axones des neurones de type A  (Bardoni et al., 2014). Dans notre modèle, plusieurs 

arguments viennent étayer l�hypothèse d�une expression neuronale des DOR. En 

effet, les données de l�équipe montrent que le blocage de l�effet antiallodynique 

des antidépresseurs nécessite 4 jours de co-administration avec un antagoniste des 

récepteurs  2-adrénergiques (Yalcin et al., 2009a). A l�inverse, l�effet de la naltrindole 

(antagoniste des DOR) est immédiat suggérant que les DOR se situent en aval des 

récepteurs  2-adrénergiques (Benbouzid et al., 2008c). Il est maintenant bien établi 

que la stimulation de DOR est corrélée à une inhibition de l�activité de canaux 

calcium sur les neurones du DRG (Acosta and Lopez, 1999). Néanmoins, des 
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données obtenues à partir de cultures de DRG indiquent qu�un agoniste des DOR 

peut quand même augmenter la concentration intracellulaire de calcium dans les 

neurones (Tang et al., 1996), de la même manière que cela a pu être observé dans 

notre étude (données non montrées). Certains auteurs suggèrent que les réponses 

calciques observées après application d�un agoniste DOR seraient liées à une 

activation des stocks intracellulaires de calcium (Brailoiu et al., 2012). Ainsi, nos 

données préliminaires indiquent que les DOR seraient préférentiellement exprimés sur 

les neurones du DRG. 

Par ailleurs, nous avons observé que les récepteurs  2-adrénergiques étaient 

préférentiellement exprimés sur les SGCs du DRG (Chapitre 4 section I. des Résultats), 

et leur stimulation par un  2-agoniste ou la noradrénaline augmente les taux 

intracellulaires d�AMPc (Elenkov et al., 2000). Ce mécanisme est étroitement régulé 

par les PDE4 responsables de l�hydrolyse de l�AMPc suite à la stimulation des 

récepteurs adrénergiques (Richter et al., 2008). Le lien entre la stimulation des 

récepteurs  2-adrénergiques et les DOR n�est pas clairement établi. Une étude 

suggère que la stimulation des récepteurs  2-adrénergiques, activant la voie 

AMPc/PKA, conduit à la libération de peptides opioïdes dans les cellules 

immunitaires (Binder et al., 2004). Ainsi, en renforçant les voies de signalisation 

cellulaire mises en jeu, le rolipram pourrait induire la libération de peptides opioïdes 

agissant sur les DOR situés sur les neurones du DRG.  

Enfin, nous avons observé que le rolipram à forte concentration est également 

capable d�activer les neurones du DRG. Les DOR sont des récepteurs couplés 

négativement à l�adénylate cyclase diminuant la production d�AMPc (Law and Loh, 

1999). Le rolipram pourrait donc en théorie contrecarrer les effets d�une stimulation 

des DOR en augmentant la concentration intracellulaire de ce second messager. 

Cependant, l�étude de dose-réponse révèle que l�effet neuronal du rolipram, 

potentiellement pronociceptif, n�est présent qu�à forte concentration e x vivo  et lors 

de l�administration locale à forte dose in vivo  (Chapitre 5 section IV. des Résultats). 

Dans notre étude, l�effet antiallodynique du rolipram a été mesuré pour de faibles 

doses lors d�un traitement prolongé par voie systémique (Chapitre 2 section I. des 

Résultats). Il semble donc que les conditions dans lesquelles le rolipram a été utilisé in 

vivo  ne soient pas propices au recrutement de la voie AMPc dans les neurones du 

DRG. 
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Figure D-1. Mécanisme d�action d�un iPDE4 dans les DRG. La noradrénaline recrutée par les antidépres-

 !"# $ %&'"(!$(! $#)*!+%!"# $,
2
-adrénergiques situés sur les cellules satellites gliales du DRG. Le rolipram à 

faible concentration recrute les cellules gliales du DRG et augmente la concentration intracellulaire d�AMPc. 

L�AMPc stimule l�entrée de calcium provenant du milieu extracellulaire via le recrutement de canaux membra-
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AMPc pourrait stimuler la libération de péptides opioïdes agissant sur les DOR exprimés par les neurones. Le 

rolipram à forte concentration stimule les neurones de petit diamètre exprimant le récepteur TRPV1. L�AMPc 

produit sensibilise ces récepteurs se traduisant par une entrée de calcium provenant du milieu extracellulaire. 

Liste d�abréviations : AMPc, adénosine monophosphate cyclique; CNG, cyclic nucleotide-gated channel; DOR, 

delta-opioid receptor; NET, norepinerphrine transporter;  PDE4, phosphodiestérase de type 4; PKA, protéine 

kinase A; TRPV1, transient receptor rotential vanilloid 1.
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Au cours de ces travaux, nous avons montré que le rolipram avait un double effet 

sur la transmission de l�information nociceptive. Un traitement prolongé par un iPDE4 

induit un effet antiallodynique lorsque celui-ci est administré à faible dose par voie 

systémique. De plus, l�effet antiallodynique est corrélé à une diminution des taux de 

TNF! dans les DRG. A l�inverse, une injection locale de rolipram potentialise 

l�hypersensibilité mécanique induite par la capsaïcine, traduisant un effet pro-

nociceptif de la molécule. Enfin, comme cela avait pu être observé pour les 

antidépresseurs et les  2-agonistes, il semble que les DOR soient indispensables à 

l�effet antiallodynique du rolipram (Figure D-1). 
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V. Mécanisme d�action d�un iPDE5 

Nos résultats indiquent qu�un traitement prolongé par un iPDE5 soulage l�allodynie 

neuropathique. De manière intéressante, l�effet thérapeutique du sildénafil (iPDE5) 

reste présent pour de faibles doses, allant jusqu'à une dose minimum efficace de 7,5 

µg/kg, cent fois inférieure aux doses utilisées chez l�homme pour le traitement de 

l�hypertension pulmonaire.  

La notion de dose semble primordiale lorsque l�on souhaite évaluer l�effet 

antinociceptif de médicaments stimulant la voie NO-GMPc. En effet, des auteurs ont 

montré que l�administration intrathécale de faibles doses d�un activateur non-

hydrolysable du GMPc (8 bromo GMPc) a un effet antihyperalgésique dans un 

modèle de douleur inflammatoire (Tegeder et al., 2002). A l�inverse, l�injection de 

d�une forte dose de cette molécule se traduit par une aggravation des signes 

d�hyperalgésie chez l�animal (Tegeder et al., 2002). La double action de la voie NO-

GMPc sur le système nociceptif suggère que le niveau d�activation de cette voie de 

signalisation est un élément clef dans les effets comportementaux observés. En effet, 

des données suggèrent qu�une forte stimulation de la voie NO-GMPc se traduit par 

une activation de la protéine kinase G responsable des effets pronociceptifs alors 

que les effets antinociceptifs sont indépendants de l�activation de cette protéine 

kinase (Cury et al., 2011). Aux doses utilisées dans notre étude, qui restent 

relativement faibles comparées aux données de la littérature (Vale et al., 2007; 

Wang et al., 2011a), l�effet hyperalgésique du sildénafil n�a pas été observé.  

Par ailleurs, nous avons montré que l�effet thérapeutique du sildénafil nécessite le 

recrutement du système opioïdergique endogène. Par une approche 

comportementale, combinant des outils pharmacologiques et transgéniques, nous 

avons mis en évidence que l�effet antiallodynique du sildénafil nécessite le 

recrutement des DOR et des MOR (voir Chapitre 3 section III. des Résultats). Le rôle 

des récepteurs des opioïdes avait déjà été montré dans des modèles de douleurs 

inflammatoires (Yoon et al., 2008a; Yoon et al., 2008b). Néanmoins, les résultats 

obtenus dans notre étude constituent à notre connaissance la première évidence 

du rôle des DOR et des MOR dans l�effet antiallodynique du sildénafil dans un 

contexte de douleur neuropathique. Par ailleurs, les données obtenues avec la 

naloxone méthiodide suggèrent que ces récepteurs seraient préférentiellement 

exprimés dans le système nerveux central, offrant la possibilité d�une action spinale 

ou supraspinale de la molécule. 
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Figure D-2. Mécanisme d�action d�un iPDE5. Le NO est un neuromédiateur qui diffuse libre-

ment à travers les membranes plasmiques des neurones. Le sildénafil inhibe la PDE5 se 

traduisant par une augmentation de la concentration intracellulaire de GMPc. L�effet antiallody-

nique du sildénafil nécessite le recrutement des DOR et des MOR suggérant que la stimulation 

de la voie NO-GMPc pourrait induire une libération de peptides opioïdes. Liste d�abréviations: 

DOR, delta opioid receptor; GMPc, guanosine monophosphate cyclique; MOR, mu opioid 

#!*!+%1#E$ :FGH>I$ J".-=(.%!G*=*(. !$ :FG !- &K(!E$ :FI$ -&%#&*$ 18&2!E$ 9:;<I$ %"'1#$ -!*#1 & $

factor-alpha.

DOR

+

MOR

Moelle épinière 

+

NO

NO-GC

GMPc

5�GMP
PDE5

peptides opioïdes / NO ?

9:;<$D$

Antiallodynie

Sildénafil

Afférence sensorielle primaire ?

192



Nos résultats préliminaires indiquent que l�effet antiallodynique du sildénafil 

dépendrait de la production de NO. En effet, une administration de bloquant de la 

NO-synthase supprime aussi l�effet antiallodynique d�un iPDE5 (données non 

montrées). De plus, certaines données suggèrent que le NO pourrait induire la 

libération de peptides opioïdes (Armstead, 1998). Nous pouvons donc supposer que 

l�activation de la voie NO-GMPc liée à l�inhibition de la PDE5 induirait la libération de 

peptides opioïdes stimulant ainsi les  MOR et les DOR. 

Il semblerait que l�expression concomitante des DOR et des MOR soit nécessaire à 

l�effet antiallodynique du sildénafil. Les données histologiques indiquent que les DOR 

et les MOR sont exprimés par les terminaisons des afférences sensorielles primaires 

situées dans les couches I et II de la corne dorsale de la moelle épinière (Scherrer et 

al., 2009). Par ailleurs, les DOR seraient majoritairement exprimés sur les fibres non-

peptidergiques de gros diamètre alors que l�expression des MOR est détectée sur les 

fibres peptidergiques de petit diamètre (Scherrer et al., 2009). A cela s�ajoute des 

données de microscopie électronique démontrant que les DOR seraient exprimés sur 

les axones des afférences primaires alors que les MOR seraient également présent 

sur le soma et les dendrites des neurones résidents de la moelle épinière (Cheng et 

al., 1997). L�ensemble de ces données suggère que l�effet observé dans notre étude 

pourrait résulter d�une action en cascade se traduisant par une activation 

successive des MOR et des DOR, tout deux nécessaires à l�effet antiallodynique du 

sildénafil (Figure D-2). Néanmoins la possibilité d�une mise en jeu d�hétéromères 

MOR/DOR (Erbs et al., 2014) ne doit pas forcément être exclue. 

Enfin, il convient de noter qu�une étude récente a montré que le tadalafil (iPDE5) 

diminuait l�expression du TNF! dans un modèle de douleur inflammatoire chronique 

(Rocha et al., 2011). L�effet anti-TNF! observé est dépendant de l�activation de la 

voie NO-GMPc, soulevant ainsi la question d�une implication éventuelle de cette 

cytokine dans l�effet antiallodynique du sildénafil. 
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VI. Délai thérapeutique

Comme cela a pu être observé pour un antidépresseur ou un  2-agoniste, un

traitement prolongé par un iPDE4 est nécessaire pour soulager soulage l�allodynie 

neuropathique. De plus, le délai d�action de ces molécules est largement 

indépendant de la dose utilisée (Benbouzid et al., 2008a; Choucair-Jaafar et al., 

2009), même si dans le cas du rolipram un décalage de quelques jours est présent 

en fonction de la dose, suggérant la mise en place d�un mécanisme de 

neuroplasticité cellulaire et moléculaire.  

De manière intéressante, nous avons montré que le délai d�action peut varier  en 

fonction de l�inhibiteur de PDE utilisé. En effet, l�ibudilast (iPDE non-sélectif) soulage 

l�allodynie neuropathique après une semaine traitement alors qu�environ 2 semaines 

de traitement par le rolipram (iPDE4) sont nécessaires pour obtenir le même effet. Le 

délai d�action différent de ces molécules peut s�expliquer par le recrutement de 

types cellulaires différents dans les systèmes nerveux périphérique et central. Il 

semblerait que le recrutement de cellules microgliales ou macrogliales (astrocytes) 

soient respectivement impliquées dans l�induction et le maintien de la douleur 

neuropathique (Mika et al., 2013). En effet, une activation des cellules microgliales 

est observée au niveau spinal et supraspinal quelques jours seulement après 

l�induction de la neuropathie (Mika et al., 2010) mais cette activation est transitoire 

et disparait 2 à 3 semaines après (Wei et al., 2008). Le profil d�activation astrocytaire 

est différent. En effet, les astrocytes s�activent lentement mais l�effet peut se 

maintenir jusqu'à 8 semaines après l�induction de la neuropathie (Tanga et al., 2004). 

Ces données histologiques peuvent être mises en relation avec l�effet 

antiallodynique observé lors d�un traitement par l�ibudilast ou le rolipram. Des 

données suggèrent que l�ibudilast pourrait inhiber l�activation microgliale (Kiebala 

and Maggirwar, 2011; Hama et al., 2012) alors que le rolipram agirait 

préférentiellement sur les astrocytes dans le système nerveux central (Christiansen et 

al., 2011). De plus, nos résultats indiquent que le rolipram active les SGCs du DRG. 

Récemment, une étude a montré que le profil d�activation des SGCs serait similaire 

à celui décrit pour les astrocytes (Liu et al., 2012). En quantifiant le niveau 

d�expression de la GFAP, les auteurs ont montré que l�activation des SGCs peut se 

maintenir jusqu'à 8 semaines après l�induction de la neuropathie (Liu et al., 2012).  

De part son effet possible sur les cellules microgliales, l�ibudilast pourrait ainsi 

moduler le développement de l�allodynie mécanique dans les premières semaines 
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suivant la chirurgie. A l�inverse, l�effet du rolipram sur les SGCs pourrait nécessiter la 

mise en place de mécanismes de plasticité à long terme se traduisant ainsi par  un 

effet thérapeutique plus tardif de la molécule. 

Par ailleurs, l�effet anti-TNF! observé après un traitement par les antidépresseurs 

ou les iPDE4 pourrait être lié à l�inhibition de la voie NF-kB. Cette voie de signalisation 

est importante dans la synthèse de cytokines pro-inflammatoires (Mika et al., 2013). 

La modulation indirecte de l�activité de voies de signalisation intracellulaire n�est pas 

immédiate, et un traitement prolongé pourrait être nécessaire pour obtenir l�effet 

thérapeutique. De plus, nous avons montré que les DOR étaient nécessaires à l�effet 

antiallodynique d�un iPDE4. Par conséquent, la modulation de voies de signalisation 

intracellulaire ainsi que le temps nécessaire au recrutement du système 

opioïdergique endogène pourrait en partie expliquer le délai d�action de ces 

molécules dans le traitement de la douleur neuropathique. 

Enfin, nous avons mis en évidence qu�un traitement prolongé par l�étanercept 

(agent anti-TNF!) soulageait l�allodynie un peu plus rapidement que les 

antidépresseurs (Chapitre 4 section I. des Résultats). Bien que le délai d�action soit 

difficilement modulable dans le cas des antidépresseurs ou des iPDE4, cela ne 

semble pas se vérifier pour les traitements anti-TNF!. En effet, un traitement par 

l�infliximab (anticorps monoclonal dirigé contre le TNF!) soulage l�allodynie de façon 

durable et cet effet s�observe après la première injection (Chapitre 4 section I. des 

Résultats). Cette donnée est à rapprocher d�une autre étude ayant montré 

l�efficacité d�une unique injection d�infliximab dans un modèle de neuropathie 

diabétique (Yamakawa et al., 2011). Certains auteurs suggèrent que la différence 

de délai d�action observée entre l�étanercept et l�infliximab pourrait être liée à 

l�affinité de ces molécules pour le TNF!. En effet, il semble que l�affinité de l�infliximab 

pour le TNF! soit 3 à 4 fois supérieure à celle observée pour l�étanercept (Scallon et 

al., 2002). Le TNF! constitue un des maillons finaux de la chaine d�événements 

moléculaire contribuant au développement et au maintien de l�allodynie 

neuropathique. Ainsi, le blocage de l�activité de cette cytokine par l�utilisation 

d�agents anti-TNF! permettrait de moduler plus facilement le délai thérapeutique. 

Enfin, la variation du délai action observée entre les différents anti-TNF! pourrait 

s�expliquer par les propriétés intrinsèques de ces molécules, traduisant une capacité 

plus ou moins importante à moduler l�action de cette cytokine et les comportements 

nocifensifs qui  y sont associés. 
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Au cours de ce travail de thèse nous avons cherché à établir un lien 

thérapeutique entre les antidépresseurs, les  2-agonistes et les iPDE4. Nous avons 

montré que l�effet antiallodynique de ces molécules nécessitait d�une part une 

diminution de l�expression du TNF! dans les DRG et d�autre part le recrutement du 

système opioïdergique endogène via les DOR.  

Nous avons mis en évidence une augmentation de l�expression du TNF! 

membranaire dans les DRG d�animaux neuropathiques préférentiellement exprimé 

par les SGCs. La question du récepteur du TNF! membranaire (mTNF!) qui est mis en 

jeu se pose alors. La littérature sur le mTNF! évoque préférentiellement sont action 

sur le récepteur au TNF! de type 2 (TNFR2). Dans un premier temps, une étude 

immunohistochimique permettrait de localiser ce récepteur dans les DRG. Cette 

étude pourra être complétée par des analyses et manipulations moléculaires afin de 

détecter des variations éventuelles d�expression de ce récepteur en condition 

neuropathique et lors d�un traitement par les antidépresseurs, les  2-agonistes ou les 

iPDE4, et d�étudier l�effet de sa délétion.  

Les DOR semblent également avoir un rôle primordial dans l�effet antiallodynique 

de ces traitements. Nous disposons maintenant d�animaux génétiquement modifiés 

chez lesquels les DOR sont couplés à la protéine fluorescente GFP, facilitant ainsi leur 

visualisation. Il serait intéressant de réaliser une cartographie de l�expression de ces 

récepteurs dans les DRG. De cette façon, nous pourrions comparer leur profil 

d�expression chez des animaux traités ou non par un antidépresseur, un  2-agoniste 

ou un iPDE4. A plus long terme, des expériences de co-localisation pourront être 

menées afin de caractériser si des populations cellulaires expriment les récepteurs au 

TNF! et les DOR.  

Au cours de cette étude nous avons également montré que l�effet e x vivo  du 

rolipram était dose-dépendant. Par conséquent, Il serait d�un intérêt certain de 

déterminer l�origine de cette différence de sensibilité au rolipram entre les neurones 

et les cellules non-neuronales. En ce sens, l�objectif principal d�une telle étude serait 

la mise au point de cultures purifiées de neurones et de cellules gliales permettant 

de réaliser une quantification de l�expression de l�ARN messager des différents sous-

types de PDE4 dans chacun des types cellulaires du DRG.  

De plus, la différence de sensibilité observée e x vivo  entre neurones et SGCs laisse 

à penser que les effets comportementaux pourraient être liés à l�implication de 

différents sous-types de PDE4. Les outils pharmacologiques à notre disposition ne 
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permettant pas de répondre à cette question, l�utilisation d�outils génétiques devient 

nécessaire. En effet, des souris déficientes pour les PDE4D et les PDE4B existent (Jin et 

al., 1999). L�utilisation de telles lignées de souris nous permettrait de déterminer 

l�implication respective de ces sous-types de PDE dans le traitement de la douleur 

neuropathique. 

Enfin, nous avons démontré que l�effet thérapeutique des iPDE5 dépendait des 

MOR et des DOR probablement exprimés dans le système nerveux central.  De la 

même manière, il serait intéressant de déterminer le profil d�expression de ces 

récepteurs au niveau spinal. Cette approche morphologique nous permettrait ainsi 

de mieux comprendre la nécessité d�une co-expression de ces récepteurs dans 

l�effet antiallodynique des iPDE5. A moyen terme, nous pourrons déterminer si l�effet 

thérapeutique du sildénafil nécessite l�inhibition de cytokines pro-inflammatoires 

comme le TNF!. Enfin, à plus long terme, une approche de pharmacologie 

comportementale pourrait permettre de déterminer le  rôle des différents acteurs de 

cette voie de signalisation. Nos données préliminaires indiquent que la NO-synthase 

pourrait participer à l�effet analgésique des iPDE5. A mon sens,  il serait d�un intérêt 

certain d�évaluer le rôle d�autres acteurs potentiels de cette voie de signalisation 

parmi lesquels nous pouvons citer la  protéine kinase G. 
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Traitement de la douleur neuropathique :  

des antidépresseurs aux inhibiteurs de phosphodiestérases 

 

Résumé 

Les antidépresseurs ont un effet antiallodynique qui dépend de la stimulation des 

récepteurs  2-adrénergiques. Ceux-ci stimulent la production d�adénosine monophosphate 

cyclique (AMPc), qui est régulé par les phosphodiestérases de type 4 (PDE4). Nous avons 

ici étudié l�effet d�inhibiteurs de PDE (iPDE) sur la douleur neuropathique, grâce à des 

approches de pharmacologie comportementale chez la souris complétées par de l�imagerie 

calcium et des approches moléculaires. Nos résultats montrent un effet antiallodynique des 

iPDE4 et des iPDE5. L�action des iPDE4 est liée à une diminution d�expression du TNF! 

dans le ganglion rachidien et au recrutement des récepteurs delta des opioïdes. Celle des 

iPDE5 nécessite à la fois les récepteurs mu et delta. Nous montrons aussi que l�action d�un 

iPDE4 dépend de la dose, l�activation de cellules gliales semblant corrélée à l�effet 

antiallodynique à faible dose, alors que celle des neurones à forte dose a un effet 

pronociceptif via les récepteurs TRPV1.  

Mots-clés : douleur neuropathique, PDE4, PDE5, TNF!, ganglion rachidien, TRPV1 

Abstract 

Antidepressants have an antiallodynic action that is dependent on  2-adrenoceptor 

stimulation. These receptors stimulate the cAMP production, which is regulated by type 4 

phosphodiesterases (PDE4). Here, we studied that action of PDE inhibitors (iPDE) on 

neuropathic pain, using behavioral pharmacology approaches in mice, completed by calcium 

imaging and molecular approaches. Our results show the iPDE4s and iPDE5s have an 

antiallodynic action. The iPDE4s act through a decreased expression of TNF  in dorsal root 

ganglia and the recruitment of the delta opioid receptors. The action of iPDE5 requires both 

mu and delta opioid receptors. We also show that the action of an iPDE4 depends on the 

dose, the activation of glial cells at low dose being correlated with an antiallodynic action, 

while the recruitment of neurons at higher doses has a pronociceptive action via TRPV1 

receptors. 

Keywords: neuropathic pain, PDE4, PDE5, TNF , dorsal root ganglia, TRPV1


