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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 B,-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 I'effet d’inhibiteurs de PDE (iPDE) sur la douleur neuropathique, grace a des
approches de pharmacologie comportementale chez la souris complétées par de I'imagerie
calcium et des approches moléculaires. Nos résultats montrent un effet antiallodynique des
iPDE4 et des iPDES. L’action des iPDE4 est liée a une diminution d’expression du TNFa
dans le ganglion rachidien et au recrutement des récepteurs delta des opioides. Celle des
iPDE5 nécessite a la fois les récepteurs mu et delta. Nous montrons aussi que 'action d’'un
iPDE4 dépend de la dose, l'activation de cellules gliales semblant corrélée a Ieffet
antiallodynique a faible dose, alors que celle des neurones a forte dose a un effet
pronociceptif via les récepteurs TRPV1.

Mots-clés : douleur neuropathique, PDE4, PDE5, TNFa, 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 TNFa in dorsal root
ganglia and the recruitment of the delta opioid receptors. The action of iPDES5 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, TNFa, dorsal root ganglia, TRPV1
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L Avant-propos

Ia douleurneurpathique se définit selon F'JASP comme une «douleursecondaire
a une lésion ou une maladie affectant le syste me somatosensoriel» (Jensen et al,
2011). Ces douleurs sont généralement chroniques, invalidantes et pami les plus
difficiles a traiter. Une étude épidémiologique a mis en évidence qu’environ 7% de
la population francaise souffriraient de douleurs chroniques a composante
neuropathique, représentant presque un tiers des patients douloureux c hroniques
(Bouhassira et al, 2008).

Ies douleurs neuropathiques sont généralement classées en fonction de Forigine
neuroanatomique de la Ilésion causale. Ainsi nous distinguons les douleurs
neuropathiques liées a une lésion du systtme nerveux périphérique ou central Ies
douleurs neuropathiques périphériques incluent la douleur post-zostérienne, celles
liées aux lésions nereuses post-chirurgicales (thoracotomie), les radiculopathies
chroniques (névralgies cervichobrachiales, cruralgies, sciatalgies) et la neuropathie
douloureuse du diabete (Attal 2011). Iles douleurs neuropathiques d’origine centrale
peuvent se manifester suite 4 une lésion des voies sensitives médullaires ou chez des
patientsayant subiun accidentvasculaire cérébral

En regle générale, la douleur neuropathique se traduit parlappartion de signes
cliniques de plusieurs types. D’une part, on distingue les signes dits « positifs » qui se
traduisent parTapparmtion de sensations anormales (dysesthésies, paresthésies), de
douleurs spontanées (continues ou paroxystiques) et/ou de douleurs provoquées
comme lallodynie et Thyperalgésie. Lallodynie est une douleur en €ponse a un
stimulus non nociceptif alors que Thyperalgésie est une rponse exacerbée a un
stimulus nociceptif. D’autre part,on observe chezla plupart despatientsl'apparition
de signes dits « négatifs» qui sont essentiellement des déficits sensitifs comme une
hypoesthésie ou une anesthésie de la zone anatomique concemée (Tableau I-1).

Ies douleurs neuropathiques ne sont pas ou peu soulagées par les traite me nts
antalgiques usuels tels que les antiinflalmmatoires non stéroidiens ou les opiacés
(Baron, 2006). Actuellement, les traitements les plus efficaces reposent sur des
molécules d’abord utilisées pourd’autres pathologies du systé me nerveux, comme
lesantidépresseurs et les anti-é pileptiques. Néanmoins, ces molécules montrent une
efficacité partielle chez les patients et entrainent des effets indésirables souvent

génants (Attal, 2011). De nombreuses données de la littérature Ssaccordent a dire



Tableau I-1. Sémiologie des douleurs neuropathiques

Continues
Douleurs spontanées <
Paroxystiques

Brllure, étau

Décharges électriques,
élancements

Allodynie
Douleurs provoquées <
Hyperalgésie

Statique, dynamique

Chaud, froid

Dysesthésies

Sensations anormales ——— .
Paresthésies

Fourmillements
Picotements
Démangeaisons

e . Hypoesthésie
Déficits sensitifs »  Anesthésie

e

(d’aprés Attal et al., 2006)



que leffet antalgique des antidépresseurs est lié a leur action surles systemes de
modulation de la douleur. Une meilleure compréhension des mécanismescellulaires
et moléculaires mis en jeu semble cependant nécessaire afin de permettre la mise
en évidence de nouvellescibles thérapeutiquesetle développement de nouveaux
traitements phamacologiques.

C’est dans ce contexte que Sinscrit mon travai de thése. Grice a un modele
murin de douleurneumwpathique, nousavonsmis évidence que leffet thé rapeutique
des antidépresseurs est ié & son action surle systt me nereux périphérique et plus
particulitrement au sein des ganglons rachidiens (DRG). Cet effet serait ié a un
recrutement du systtme noradrénergique (Yalcin et al, 2009b) et du systeme
opioidergique endogéene (Benbouzid et al, 2008c; Bohren et al, 2010). De plus, les
effets anti-allodyniques observés sont comélés & une diminution de la synthese de
médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNFa (Tumor Necrosis Factor-a) (Bohren et
al, 2013). Dans la lignée de ces résultats, nous avons mis en évidence que les
phosphodiestérases pouraient aussi constituer une cible thérapeutique dans le
traitement de la douleurneuropathique.

Ia premiere partie de I'mtroduction sera consacrée a un état de Tart des
connaissances cliniques et précliniques concemant le mécanisme d’action des
antidépresseurs, en insistant tout particuliétrement sur le rdle des récepteurs Pe
adrénergiques. Ia deuxiéme partie sera dédiée au rle du systtme nereux
périphérique et notamment du ganglion rachidien dans la physiopathologie de la
douleur neuropathique. Ia troisieme partie de lintroduction abordera le role du
TNFa au sein du systeme nerveux central et périphérique. Nous évoquerns
Iimplication des interactions neur-immuno-ghales et le le central du INFa dans
cesmécanismes. Enfin, dansune quatrié me partie, nousr® sumerons implication des
phosphodiestérases (PDE) danslesdouleurs nflammatoires et neuropathiquesetleur

traite me nt.



IIL. Taitement de la douleurneuropathique : des antidé presse urs QUX Pz2-agonistes

A. Tiaitement parles antidé pre sse urs

1. Activité antalgique des antidé pre sse urs

Iy a 50 anset pourla premiere fois, une étude préliminaire met en évidence le
pouvoir analgésique des antidépresseurs imipraminiques dans les douleurs
neuropathiques (Paoli et al, 1960). Une quinzaines d’années plus tard, une étude
clnique menée sur 8 patients atteints de polyneuropathies diabétiques démontre
leffet analgésique d’un traitement prolongé par les antidépresseurs trc ycliques
(Davis et al, 1977). Bien qu’il ait fallu attendre la fin des années 90 pour que les
agences de contrdle du médicament autorisent leur mise sur le marché, les
antidé pre sse urs c onstituent aujourd’hui le traitement de r€férence de ces douleurs
(Attal et al, 2006). Une enquéte menée en 2006 rapporte que les antidépre sse urs
représentent envimn 29% des prescrptions, amvant néanmoins loin demiere les
analgésiques classiques (opiacés, antiinfammatoires non stéroidiens) et les
antiépileptiques dans le traitement de la douleur neuropathique (McDermott et al,
2006). Ieur efficacité releve majortairement de la capacité a moduler Ia
transmission de I'information douloureuse, ndépendamment de leur action sur les
troubles de TI'humeur (Saarto and Wiffen, 2007). Plusieurs arguments cliniques
viennent étayercette hypothése. D’une part, I'efficacité des antidépresseurs a été
mise en évidence chez des patients douloureux non dépressifs (Onghena and Van
Houdenhove, 1992). D’autre pant, Ieffet antalgique se manifeste 4 des doses plus
faibles (Ruoff, 1996; Goldstein et al, 2005) et dans des délais plus courts que ceux
observés dans le traitement de la dépression (Hirsc hfeld et al, 2005). Malgré de
nombreux arguments allant en faveur d’une action antalgique propre, on ne peut
exclure dans certains cas un probable bénéfice thérapeutique lié aux proprétés

thymoanaleptiquesdesantidépresseurs (Mico et al, 2006).

2. Principales classes thérapeutiques

a.les antid é pre sse urs tric yc lique s

Lefficacité des antidépresseurs tricycliques (ATC) est bien établie dans le

traitement de douleurs neuropathiques & 'exception de la neuropathie liée au sida



(Dworkin et al, 2007; Attalet al, 2010). Peu d’antidé pre sse urs tric yc liques possedent
une autorsation de mise sur le marché (AMM) en tant que traitement de ces
douleurs, pami lesquels on peut citer 'amitiptyline (ILaroxyl®), I'imipramine
(T franil®), la clomipramine (Anafrani®) ou la duloxétine (Cymbalta®) (Tableau F2).
Leffet thérapeutique est observé environ 1 semaine apres le début du traitement
(Attal 2008). Ieurs effetsindésirables c onstituent le probleme majeurdes ATC et sont
liés 4 leurs propriétés anticholinergiges (sécheresse de la bouche, constipation,
tachychardie) et adrénolytiques (hypotension orthostatique). Ces effets sont
dépendants de la dose utilisée. Ies doses efficaces sont 3 a 4 fois plus faibles que
celles utilisces dans le traitement de la dépression (Spencerand Wilde, 1998) ce qui
peut expliquerla diminution de la frtquence d’appartion desceseffetsindésirables

dansle traitementde la douleurneuropathique.

b. Ies inhibiteurs sélectifs de la recapture de sérotonine et de
noradrénaline (IRSN)

Lefficacité de la venlafaxine et de la duloxétine a été confimée dans desessais
clniques contiolés chez des patients atteints de neuropathies pérphériques,
(Rowbotham et al, 2004; Goldstein et al, 2005; Wemicke et al, 2006) bien que la
duloxétine soitla seule a avoirobtenu une AMM dansle traitement des neuropathies
diabétiques. Ies données issues de méta-analyses semblent indiquer qu’ils
présentent une efficacité moindre que les ATC (Finnerup et al, 2005). De maniere
générale leseffetsindésirables sont similairesa ceuxobservésavec les ATC bien que
leurfrt quence d’apparition reste relativement faible (Amold et al, 2004; Chappellet
al, 2008).

c.lesinhibiteurs sélectifsde la recapture de sérotonine

Ia plupartdesétudesclniquessaccordent a dire que lesinhibiteurssélectifs de la
recapture de la sérotonine (ISRS) sont quasiinefficaces dans le traitement de la
douleur neuropathique (Dworkin et al, 2007) et I'effet analgésique de la fluoxé tine
(ISRS) na été observé que sur des patients douloureux et dépressifs (Max et al,
1992). Néanmoins, i faut noter que certaines études ont démontré une efficacité
d’autres ISRScomme la paroxétine (Mylan®) oulescitalopram (Seroplex®) chez des
patients atteints de douleurs neuropathiques, mndépendamment de leurs effets

thymoanaleptiques (Sndrup et al, 1990; Otto et al, 2008). Ces e ffe ts re ste nt to ute fois



Tableau I-2 : Antidépresseurs et traitement de la douleur neuropathique

Classe
pharmacologique

Molécule

Etiologie

Antidépresseur
tricyclique

Amitriptyline (Laroxyl®)

Imipramine (Tofranil®)

Clomipramine (Anafranil®)

Polyneuropathie diabétique,
Neuropathie post-zostérienne

Polyneuropathie diabétique,
Neuropathie post-zostérienne

Efficacité dans plusieurs étiologies

Antidépresseur IRSN

Duloxétine (Cymbalta®)

Polyneuropathie diabétique

(d’aprés Attal et al., 2008)



moins prononc és (Jackson and St Onge, 2003), avec environ 1 patient soulagé sur6
(Otto et al, 2008) contre 1 sur 3 pour les ATC (Finnerup et al, 2005). Enfin, nous
pouvons noter qu'une étude de cas a mis en évidence un effet antalgigue d’un
inhibiteur sélectif de la recapture de la noradrénaline, la rboxétine (Kel et al.,
2005). Ces données, associées a lefficacité modérée des ISRS, suggerent que le
syste me noradrénergique joue un rle prépondérant dansleffet thérapeutique des
antidé presseurs. Nous pouvons émettre Thypothése d’une efficacité varable selon
les patients, probablement liée a la diversité des mécanismes physiopathologiques

misen jeu dansla douleurneuropathique.

B. Role du systtme monoaminergique dans le mécanisme d’action des

antid é pre sse urs

De maniere générale, les données concemant le mécanisme d’action des
antidépresseurs proviennent d’études préclniques utilisant des modeéles animaux.
Notons que dansla majorité des ces études, I'effet antinociceptif est mesuré dans
des modeles de douleur aigué, situation dans laquelle les antidé pre sse urs ne sont
jamais utilisé s. En ce sens,ilsemble nécessaire de favorserl utilisation de modelesde
douleurs chroniques associés a une mesure de lanalgésie lors d’un traitement

prolongé parles antidé pre sse urs.

1. Ie systeme sérotonergique

a.Efficacité desISRS: données précliniques

Ies données semblent indiquer que lactivation des controles descendants
monoaminergiques peut exercer, selon lescas, une action inhibitrice ou facilitatrice
sur la transmission de I'information nociceptive (Millan, 2002). Cela dépendra en
partie du type de douleur, aigué ou chronique, ainsi que du type de récepteur mis
en jeu (Bardin et al, 2000; Jeong et al, 2004; Sommer, 2006). Etant donné le role
primordial de Tactivation des contrdles descendants dans la transmission de
I'information nociceptive, il semble légitime de supposerque I'action antalgique des
antidépresseurs nécessite le recrutement du systtme sérotonergique (Mico et al,
2006). Ies études menées chez les animaux déficients pour le transporteur de la
sérotonine (SERT-) montrent que les souris ne développent pas d’hyperalgésie

themtmique, mais une allodynie mécanique biatérale, suite a linduction d’une



neuropathie (Vogelet al, 2003). Sicertains groupes ont pu mettre en évidence un
effet antiallodynique d’un traitement aigu (Anjaneyulu and Chopra, 2006) ou
prolongé (Kato et al, 2013; Zareiet al, 2014) parla fluoxetine (ISRS) chez 'animal,
d’autres données démontrent le contraire (Benbouzid et al, 2008a). De plus, une
étude comparative met en évidence Tefficacité d’un traitement par ISRS dans un
modeéle de neuropathie diabétique, alors que celui-ci reste inefficace dans un
modeéle de neuropathie d’origine traumatique (lkeda et al, 2009). Enfin, il semblerait
que lefficacité de ces traitements dépende ausside la nature du stimulus sensoriel
testé. Ainsi, la fluoxétine (ISRS) atténue l'allodynie mécanique alors qu'aucun effet

n‘estobservé surlhyperalgésie thermique (Pedersen etal, 2005).

b.Mécanisme d’action :balance 5-HT1/5-HI2

Lidentification des mécanismes moléculaires et cellulaires responsables de Teffet
thérapeutique des antidépresseurs a permis de réaliser une avancée considérable
dans la compréhension des phénomeénes de «rsistance » aux IRS. En effet, des
données mettent en évidence que la co-administration d’antagonistes des
rEcepteurs de la sérotonine 5-HTla (5-Hydroxytryptamine) potentialise Teffet
antinociceptif d’un ATC (Ardid et al, 2001) et du tramadol (Bermocoso et al, 2007)
dans un modeéle de neuropathie pérphérique. De plus, Fadministration intra-
cérébro-ventriculaire d’ARN anti-sens dirigé contre le icepteur 5-HI1 (Hemandezet
al, 2004), ainsi que I'injection intrathécale d’antagonistes de ce récepteur, suffit a
atténuer Thypersensibilité mécanique induite par la neuropathie (Wei and
Pertovaara, 2006). Ceteffet seraitié au blocage d’autorécepteurs 5-HTI situés dans
les noyaux sérotonergique supraspinaux et induisant un contrdole inhibiteur sur la
libération de sérotonine (Bermocoso et al, 2007). A linverse, le récepteur 5-HI2
semble nécessaire a l'effet antiallodynique d’un ISRS(Honda et al, 2006), et sa seule
stimulation phamacologique est capable de soulager significativement I'allodynie
neuropathique (Obata et al, 2001). Parailleurs, lsemble que dansle casde douleur
neurpathique diabétique, lactivitt du récepteur 5HIF2 soit altérée par Ia
surexpression d’une protéine d’échafaudage. Ladministration d’un peptide
pemettant la dissociation de ce complexe protéique atténue Ihypersensibilité
mécanique et potentialise I'effet antiallodynique d’un ISRS, la fluoxétine (Pichon et
al, 2010). Nous pouvons noter que le r0le de la sérotonine dans les ¥ponses au

traitement parantidépresseurs n’est pas univoque. En effet, nousavons puobserver
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que celui-ci peut étre pro ou antinociceptif en fonction du type de récepteur
recruté. Par consé quent, nous pouvons envisager qu’en condition neuro pathique,
une altération de lactivité antinociceptive associée a une suractivation de la

composante pronociceptive rend inefficaceslestraite ments parISRS.

2. Ie systeme noradrénergique

Ies données obtenues par des apprmoches transgéniques mettent en évidence
Pimplication du syst¢t me noradrénergique dansla modulation de la transmission de
Iinformation nociceptive. Ies animaux déficients pour le transporteur de Ila
noradr¥naline (NEI'-) affichent une profonde hypoalgésie thermrmique alors que ces
effets restent négligeables chez les animaux SERT- (Hall et al, 2011). Ies données
obtenues au sein du laboratoirr démontrent qu'un traitement prolongé par la
fluoxétine n’a aucun effet antiallodynique dans un modeéle de neuropathie
périphérique (Benbouzid et al, 2008a). A I'inverse, un traitement par un inhibite ur
sélectif de la recapture de noradrénaline (IRN), la rboxétine, soulage l'allodynie
neur pathique soulignant ainsi le 0le prépondérant du systt me noradrénergique
(Yalcin et al, 2009a). De plus, une Ilésion des controles descendants
noradrénergiques par la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) supprime Tleffet
antiallodynique d’un IRSN, alors qu'une lésion sélective de fibres sérotonergiquesn’a
aucun effet (Suzuki et al, 2008). Ceci confime donc que le systeme

noradrénergique estnécessaire a l'effet thérapeutique des antid é pre sse urs.

a.lesrécepteurs d2-adrénergiques

Iles r€cepteurs Oz-adrénergiques sont tres largement exprimés dans les systemes
nerweux central et périphérique (Pertovaara, 2013). Une varation d’expression des
récepteurs ds-adrénergiques au niveau spinal (Ieiphart et al, 2003) et périphérique
(Cho etal, 1997) a été observée suite a 'induc tion d’une neuropathie périphérique.
En clnique, Tutilisation d’agonistes des récepteurs Oz-adrénergiques comme la
clonidine est une altemative aux traitements usuels dans le cas de douleur
neuropathique (Smith et al, 2008). Ieur Wle dans Teffet thérapeutique d’un
traitement prolongé par les antidépresseurs reste peu connu. Leffet analgésique
aigu d’un ATC est perdu chez des animaux déficients pour les récepteurs Q2
adrénergiques (Ozdogan et al, 2004). Dansun modeéle de neur pathie cette fois-ci,

Fadministration locale d’antagonistes des rcepteurs Oz2-adrénergiques bloque
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leffet antalgique aigu d’un IRSN (Cegielska-Perun et al, 2013). Bien que ces
récepteurs soient impliqués dans leffet antalgique aigu des antidépresseurs, leur
impact dans I'effet d’un traitement prolongé semble lmité (Yalcin et al, 2009b;
Yalcin et al, 2009a; Choucair-Jaafaretal, 2014).

b.Iesrécepteurs Pe-adrénergique s

Iesrécepteurs Pzadrénergiques sont distitbués dans le syst¢e me nerweux centralet
périphérique (Nicholaset al, 1991; Nicholson et al, 2005) et des données montrent
qu’ils peuvent étre surexprimés dans les ganglions rachidiens suite 4 une lésion du
neif sciatique (Maruo et al, 2006). Ie 0le des récepteurs Pz-adrénergiques dans
leffet analgésique aigu desantidépresseursa déja été suggéré dansun modele de
douleur mmflammatore (Mico et al, 1997). Dans un modeéle de douleur
neurm pathique, un traitement par la nortriptyline (ATC) est efficace apres environ
une dizaine de jours (Benbouzid et al, 2008a; Yalcin et al, 2009b), ce qui est
relativement proche des délais d’actions observés en clinique chez les patients
traités parles antid é pre sse urs (Attal 2008). Ainsi, la co-administration d’antagonistes
des récepteurs B-adrénergiques supprime Feffet antiallodynique de la nortrp tyline,
alorsque 'administration d’antagonistesdesrécepteurs Qe-adrénergiquesn’a aucun
effet (Yalcin et al, 2009b). De méme, alorsqu’un antagoniste sélectif desrécepteurs
Be-adrénergiques bloque leffet d’un ATC, I'injection d’antagonistes des récepteurs
R1 et Ps-adrnergiquesreste inefficace, suggérant un le préférentiel des réc e pte urs
Re-adrénergiques (Yalein et al, 2009a). Ces données ont ensuite été confimées par
la perte d’efficacité des ATC (nortriptyline, désipramine) chez de s animaux dé fic ie nts
pour le récepteur Pz-adrénergique (Yalcin et al, 2009b; Yalcin et al, 2009a). Cette
perte d’efficacité a aussi été observée pour d’autres classes d’antidé presseurs
comme les IRSN (duloxétine) et les IRN (r€boxétine) (Yalcin et al, 2009a). On peut
également noter que Tadministration intrathécale lombaire, mais pas
intracérébroventriculairr d’antagonistes de ces récepteurs, supprime laction
antiallodynique des antidépresseurs, excluant ainsi un rdole des structures

supraspinalesdansceteffet(Yalcinetal, 2009a) (Tableau E3).
c. Effet antiallodynique des Pz-agonistes

Ies récepteurs Pz-adrénergiques semblent nécessaires a Taction des

antidé pre sseurs, mais leur seule stimulation est é galement suffisante pour obtenir un
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ATC IRSN IRN
Nortriptyline Venlafaxine Réboxétine
Antagonistes Voie d’administration

a,-AR i.p. <> <> <>
B-AR i.p. ¢ non testé non testé
B,-AR L.p. <> non testé non testé
B,-AR i.p. <> non testé non testé
B,-AR i.p. ¢ ¢ ¢
B,-AR i.c.v non testé <«> non testé
B,-AR i.t. non testé ¢ non testé

Tableau I-3. Réle du systéme noradrénergique dans I'effet antiallodynique des antidépres-

seurs. Approche pharmacologique utilisant des administrations systémique ou

d’antagonistes des récepteurs adrénergiques. Le blocage des récepteurs adrénergiques supprime
I'effet thérapeutique de I'antidépresseur (¥ ) ou n’a aucun effet («>). Liste d’abréviations : a-AR,
a-adrenoceptor; ATC, antidépresseur tricylique; B- AR, B-adrenoceptor; i.c.v, intracérébroventricu-
laire; i.p, intrapéritonéale; IRN, inhibiteur sélectif de la recapture de noradrénaline; IRSN, inhibiteur

de la recapture de noradrénaline et sérotonine; i.t, intrathécale
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effet antiallodynique. En effet, un traitement prolongé pardes Pz-agonistes atté nue
Fallodynie neuropathique Esionnelle (Yalcin et al, 2010) ou diabétique (Choucair
Jaafar et al, 2014). Cette action a été obserwée avec 11 Pzagonistes diffé rents
(bambutérol, clenbutérol, fénotérol, formotérol isoprénaline, métaprotérénol,
procatérwl, rtodrine, salbutamol, salmétérl, terbutaline) (ChoucairJaafar et al,
2009; Yalcin et al, 2010). Comme pourlesantidépresseurs, leffet antiallodynique des
Bz-agonistes est observé apres environ 10 jours de traitement. Que ce soit pourles
antidépresseurs ou les Pz2-agonistes, le délaid’action ne semble pasétre dépendant
des doses utilisées (Benbouzid et al, 2008a; Choucairdaafar et al, 2009). Ceci
démontre que le délai thérapeutique ne serait pas uniquement dii aux propriétés
phamacocinétiques de la molécule, mais d’avantage lié a la mise en place de
phénomeénes de neumwplasticités moléculaire et cellulaire (Barmot et al, 2009). Par
aille urs, i e st important de préciser que les Pe-agonistes présentent une efficacité a
de faibles doses (Choucai-Jaafar et al, 2009) similaires a celles utilis€es pour le
traitement de pathologiesdesvoiesrespiratoires. Cela permet entre autre, de limiter
les effets néfastes d’un traitement prolongé sur le systeme cardiovasculaire

(ChoucairJaafaretal, 2011)

d.Donnéescliniques

Au niveau clinique, une étude de cas menée sur 6 patients souffrant de douleurs
neuropathiques démontre que ladministration prmlongée d’un Pe-agoniste, le
salbutamol, diminue de maniere significative les symptémes douloureux (Coket al,
2010). En outre, desdonnéesépidémiologiquesont misen évidence que le risque de
développerdesdouleurs neuropathiques post-thoracotomie est divisé par5 chezles
patients traité spardes Pe.agonistes (Salvatetal, 2014, en rvision). Ia preuve de leur
efficacité nécessite des études cliniques controlées, randomisées en double
aveugle, et une telle étude est actuellement en cours aux hopitaux Universitaires de

Stra sb o urg .

C. Ie systeme nerveux périphérique : site d’action des antidé pre sse urs

1. Antidé presseurs et syste me nerve ux sympathique
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a.Génémnalités

Ie systtme nerveux sympathique constitue une des composantes du systeme
nerveux autonome. Schématiquement, les neurones préganglionnaires
cholinergiques émergent de la moelle épiniere thoraco-lombaire et rejoignent la
chaine sympathique paravertébrale parle biaisdu rameau communicantblanc. Iles
neurones post-ganglonnaires noradrénergiques communiquent avec le nerf spinal
via le rameau communicant grs. En condition physiologique, il n’existe aucune
interaction entre les neurones post-ganglonnaires du syst¢e me nerveux symp athique
et les neurones sensoriels primames dans les ganglions rachidiens dorsaux (DRG)
(Ramer and Bisby, 1999). En condition neuropathique, l'utilisation de blocs nerveux
sympathiques, ou de sympathectomies soulagent signific ative ment c ertains patients
(Hanning to n-Kiff, 1974; Bonica, 1990), mais restent inefficaces chez d’autres (Bonic a,
1990). Ces observations ont amené a différencier 2 types de douleurs
neuropathiques dites «dépendante du systeme sympathique » (SMP) et
«indépendante du syste me sympathique » (SIP).

b. Donnéesprécliniques

Des études précliniques ont montré 'appartion d’une arborsation sympathique
autour du soma des neurones du DRG suite 4 une lésion nerveuse périphérique
(Chung et al, 1993). Ces modifications mormphologiques sembleraient étre a 'origine
de lapparmtion de Fallodynie mécanique et de Thyperalgésie thermique (Ramer
and Bisby, 1998). lesdonnéesde la litté rature dé montrent clairement que origine et
le délaid’appartion de ce phénomeéne varie en fonction du modele utlisé (Iee et
al, 1998). En effet, dansle casd’un modeéle de lésion proximale, ¢c’est-a-dire proche
des DRG (Chung et al, 1993), les bourgeonnements sympathiques sont issus de la
régénération des fibres sympathiques post-ganglonnaires lésées (Ramer and Bisby,
1999). A lI'inverse, dans un modeéle de lésion distale, Fartbornsation sympathique
provient majoritairement des fibres post-ganglonnaires innervant les vaisseaux
sanguins (Ramerand Bisby, 1999). Dans un modele de ligature des neifs spinaux, on
observe une dispartion totale de lallodynie mécanique et de T'hyperalgésie
thermique suite & une sympathectomie lombaire (Km et al, 1993). Ceci souligne
I'importance de Tinnervation sympathique post-ganglonnaire dans les mécanismes
sous-tendantl'apparntion de comportements nocifensifs. A I'inverse, lors d’une ésion

distale, le bourgeonnement des fibbres noradrénergiques ne semble pasjouerun role
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prmordial dans le développement et le maintien de la douleur neuropathique

(Bohrenetal, 2013).

c.le ganglonrachidien : ieu d’action des antidé pre sse urs

Ies études précédentes utilisant des administrations locales d’antagonistes des
récepteurs P2-adrénergiques suggeérent que le site d’action des antidépresse urs
poumait se situer soit au niveau spinal soit dans le syste me nerveux périphérque
(Yalcin et al, 2009a). Une étude récente a mis en évidence que la source de
noradrénaline responsable de Ieffet thérapeutique des antidé pre sse urs se situe dans
les DRG (Bohren et al, 2013). Nous avons réalisé des lésions des voies
noradrénergiques centrales ou périphériques en utilisant de la guanéthidine, agent
sympatholytique ne passant pasla bamére hé matoencéphalique (Neilet al, 1991).
Leffet antiallodynique d’un traitement prolongé par un ATC est perdu suite a une
lésion des fibres noradr¥nergiques pénphériques. A Tiverse, I'administration
intrathécale thoracique de guanéthidine, ayant pour but de léser les contrdles
descendants, n’a aucune influence sur I'effet thérapeutique des antidé pre sseurs
(Bohren et al, 2013). Cesdonnées suggérent que dansun modele de lésion du nerf
sciatique, le bourgeonnement des fibres sympathiques dans le DRG constitue le

substrat anatomique de l'effet thé rapeutique des antid é pre sse urs.

2. Antidé presseurs et syste me opioidergique

Limplication du systeme opioidergique endogeéne a été suggérée parla mise en
évidence d’une augmentation de la libération de peptides opioides (De Felipe et
al, 1985) et une modification de la densité desrcepteursdesopioides supraspinaux
(Hamon et al, 1987) suite a un traitement chronique par antidépresseurs. De plus,
des études comportementales démontrent que 'administration d’un antagoniste
non-sélectif des récepteurs des opioides supprime les effets antinociceptifs d’un
traitement parles antidé presseurs (Biegon and Samuel, 1980; Eschalieret al, 1981;
Gray et al, 1998). les données de la lttérature concemant 'implication respec tive
des différents types de récepteurs des opioides sont assez contradictoires. Ainsi,
certains auteurs dé montrent une implication des cepteurs de type y (MOR) et &
des opioides (DOR) (Marchand et al, 2003; Nozaki and Kamei, 2006), alors que
d’autres soutiennent un role préférentiel des DOR (Gray et al, 1998; Schreiberet al,

1999). Ces divergences sont liées d’une part, au protocole d’administration des
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antidépresseurs qui peut étre aigu (Gray et al, 1998; Schreiberet al, 1999; Nozaki
and Kamei, 2006) ou chronique (Marchand et al, 2003; Benbouzid et al, 2008a) et
d’autre part aux problemes de sélectivité des diffé re nts anta goniste s utilisé s. Dans le
cas d’'une administration chronique d’antidépresseurs chez des animaux
neurpathiques, des données démontrent un rvle préférentiel des DOR (Benb o uzid
et al, 2008c). Ces apprches de phammacologie comportementale ont été
complétées parTutilisation d’outils génétiques, permettant ainsi de saffranchirdes
problemes de sélectivité des différents antagonistes. Dadministration prolongée
d’antidépresseurs chez des animaux déficients pour les différents types de
récepteurs des opioides confiiment que les DOR (Benbouzid et al, 2008c) mais pas
les MOR (Bohren et al, 2010) sont nécessaires a leffet antiallodynique des

antid é pre sse urs (Figure I-1).
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Figure I-1. Mécanisme d’action des antidépresseurs. La noradrénaline recrutée par les antidé-
presseurs agit sélectivement sur les récepteurs B,-adrénergiques. Une succession de meéca-
nismes moléculaire et cellulaire aboutit au recrutement du systéme opioidergique endogéne et
plus particulierement des DOR. Liste d’abréviations : B,-AR, B,-adrenoceptor; B,-AR, B,-adreno-
ceptor B,-AR, B,-adrenoceptor; DOR, delta-opioid receptor; MOR, mu-opioid receptor; NET, nore-
pinerphrine transporter.
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IIl. Ie systeme nociceptif périphérique : Role des ganglions rachidiens dans la

douleurneuropathique

A. 1e systeme nociceptif périphérique

1. Génémnalités

D’un point de vue anatomique, la sensibilité somatique périphérique peut se
diviseren 2 groupes: l'innervation crinienne, quiva cormespondre a la sensbilité de
la face (nerf criniens) et 'innervation rachidienne quiconmespond a la sensbilité du
reste du cormps (nerfs rac hidiens). Dansla suite du propos, nous traite ro ns unique me nt
de Tinnervation rachidienne. Linformation sensorielle est transmise depuis la
périphérie parun réseau d’afférences sensorielles primaires. Celle-citransite dans la
racine dorsale avant d’atteindre le r€seau spinal et supraspinal, formant le syste me
nerweux central Les stimulations sensorielles peuvent étre de nature superficielle, on
padera d’extéroception ou de sensibilité cutanée (toucher, pression, température),
ou profondes, on pardera alors de proproception en rEférence a Ila sensbilité
musculaire et articulaire (étirement, contraction) nous renseignant surla position de
notre corps dans 'espace. Au niveau périphérique, la jonction entre la racine
dorsale (sensorielle) et ventrale (motrice) forme un nerf mixte auquel sajoutent des

fibresissues du syste me nerveux vé gétatif (sympathique ou parasympathique).

2. Anatomie des ganglions rachidiens

Les DRG sont définis comme des renflements des racines dorsales situés dans le
foramen interverté bral ChezlHomme on distingue 29 paires de DRG et 31 pairesde
nerfsrachidiensquiportentle nom du segment verté bral dont ils sont issus.

D’un point de vue histologique, les DRG contiennent les cormps cellulaires des
neurones sensoriels dont les axones forment les fibres afférentes primaires. Chez
I'Homme, chaque DRG contient plus de 15 000 neurones sensoriels (Hogan, 2010) et
le diameétre du soma varie de 20 a 150 um (20 a 50 ym chezla sours). Iles neurones
sensoriels présentent une structure pseudo-unipolairr en T Ia branche axonale
périphérique formera le nerf rachidien innervantla peau, les musclesetles visceres,
alorsque la branche axonale centrale transite dansla racine dorsale avantd’établir
une premiére synapse dansla come dorsale de la moelle épiniere. Ies cellules de

Schwann sont des cellules gliales qui entourent les flbres nerveuses périphériques et
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assurent la myélinisation des axones. Au sein du DRG, les cellules satellites glales
forment une fine enveloppe autour du comps cellulaire des neurnes, évitant ainsi

tout contactsynaptique (Shinderetal, 1998).

B. Ies afférences sensorielles primaires

1. Diversité des afférences sensorelles primaires

Historiquement, les premieres classifications se sont basées sur des criteres
cytologiques. En effet, en se €férant au diametre et a la densité des neurofilaments
cytoplasmique, 2 classesde neuronesont été identifitescomme étant desneurones
«large light» et «small dark» (Andres, 1961). Des études électrophysiologiques ont
ensuite démontré qu’il existait des différences fonctionnelles entre ces neurones
(vitesse de conduction, nature de la stimulation détectée) (Iawson and Waddell,
1991). Principalement 3 types de fibres afférentes ont été décrts (AR, AS et C),
chacune présentant des caractéristijues morphologiques et fonc tionnelles qui le urs

sont propres (Figure I-2).

2. ansmission de information nociceptive

1y a pres d’'un siecle, Shemngton proposa lexistence de nocicepteurs qui
pemettraient la détection de stimulations potentielement dommageables, nocives
pourlorganisme. Ce n'est que quelques années plus tard qu'une étude ameéne Ila
preuve physiologique de lexistence de récepteurs a haut seuil d’activation
responsables de la détection de stimulations douloureuses (Burgess and Ped, 1967).
Ies nocicepteurs sont capables de détecterdes stimulations de différentes natures
(thermique, mécanique, chimigque). On distingue classiuementlesnocicepteursde
type AS et C, bien que desdonnéessuggérentexistence de nocicepteurs de type

AR (Djouhriand Iawson, 2004; Devor, 2009).

a. ILesnocicepteurs de type Ad
Iesnocicepteursde type AS peuventétre subdivisésen 3 grandesclasses:
Iles nocicepteurs AMH (A fiber Mecano-Heat sensitive) « polymodaux» sensibles
aux stimulations mécaniques et thermiques au chaud, is représentent 86% des

nocicepteursde type A (Treede etal, 1998).
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Moélle épiniere

Périphérie

Neurones A3

- Myélinisation : ++
- Vitesse de conduction : >12 m/s
- Corps cellulaire : «Large Light» (40-50 uM)
- 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 : | - Marqueurs fonctionnels :
neurofilament 200 kD récepteur TrkB au BDNF
calbindine, parvalbumine récepteur TrkC au NT3

- Myélinisation : +
- Vitesse de conduction : 2-12 m/s
- Corps cellulaire : «Large Light medium» (30-40 pM)
- Fonction : 1- Mécanoréception cutanée

2- Thermoception

3- Nociception
- Récepteurs :
Mécanorécepteurs cutanés a bas seuil : follicule pileux
Thermorécepteurs au chaud et au froid : terminaisons libres
Nocicepteurs Ad polymodaux : AMH (A-fiber Mechano-Heat) de type | et Il
Nocicepteurs Ad non polymodaux

- HTM (High-Threshold Mechanoreceptors)
- AMC (A-fiber Mechano-Cold sensitive)

Neurones C
- Myélinisation : -
- Vitesse de conduction : 0.4-2 m/s
- Corps cellulaire : «Small Dark» (10-30 M)
- Fonction : 1- Mécanoréception cutanée
2- Thermoception
3- Nociception
- Récepteurs :
Mécanorécepteurs cutanés : follicule pileux
Thermorécepteurs au chaud : terminaisons libres
Nocicepteurs C polymodaux : CMH (C-fiber Mechano-Heat)
Nocicepteurs C silencieux
- Marqueurs structuraux : | - Marqueurs fonctionnels :

CGRP et substance P
récepteur TrkA (NGF) et Ret (GDNF)

isolectine B4

Figure I-2. Caractéristiques morphologiques et fonctionelles des afférences sensorielles
primaires. Les différents types de neurones du ganglions rachidien sont représentés ainsi que les
caractéristiques morphologiques et fonctionelles qui leurs sont propres. Liste d’abréviations :
BDNF, brain-derived neurotrophic factor; CGRP, calcitonine gene-related peptide; GDNF, glial cell
line-derived neurotrophic factor; NT3, neurotrophine 3; TrkA, tropomyosine receptor kinase A;
TrkB, tropomyosine receptor kinase B; TrkC, tropomyosine receptor kinase C.
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Ies nocicepteurs HIM (High Threshold Mecano sensitive) sont sensibles aux
stimulations mécaniques de haut seuil

Ies nocicepteurs AMC (A fiber Cold sensitive) sensbles aux stimulations
nociceptives thermiquesau froid (Smone and Kajander, 1997).

Pammiles nocicepteurs AMH on distingue 2 sous-populations:les rcepteurs AMH
de type 1, qui pondent a des stimulations thermiques chaudes de haut seuil (>
53°C), etlesrécepteurs AMHde type 2, présentant un seuilde détection the mique
plus faible (42-46°C) également capablesde détecterdes stimulations mécaniques
de haut seuil (reede et al, 1998). Outre les critéres fonc tionnels basés surla vite sse
de conduction de I'information ou la nature des stimulations détectées, I'utilisation
de marmueurs moléculaires permet I'identification des diffé rentes sous populations
neuronales. Ia présence de la forme phosphorylée du neurfilament 200 c onstitue
un bon crtéere d’identification des flbbres de type A (ILawson and Waddell, 1991). De
plus, on peutnoterque 21% desneuronesde type AS sécretentde la substance P, et
38% le peptide relié au géne Calcitonine CGRP (calcitonin gene- related peptide).
Ce deux molécules sont des neurmpeptides majoritairrment exprimés dans les

neurnesde petitdiametre (Lawsonetal, 1993).

b.lesnocicepteursde type C

Ia grande majorité des fibres de type C sontnociceptives mais il faut néanmoins
préciser qu'une sous-population de fibre C va coderlinformation non nociceptive
mécanique et thermique (Abraira and Ginty, 2013). Nous pouvons également noter
que lesfibresde type C constituent plusde 80% des afférencescutanées (Guirimand
and Le Bars, 1996) et sontregroupéesen 4 catégornes:

Iesnocicepteurs C-MH (C fiber Mechano Heat sensitive ) sensible s aux stimula tio ns
mécaniquesetthemiquesnociceptives (39-41°C).

Ies nocicepteurs C-M (C fiber Mechano sensitive) sensbles a des stimulations
mécaniques de haut seui

Ies nocicepteurs C-H (C fiber Heat sensitive) sensibles a des stimulations
themiques plusélevées (42-48°C).

Iesnocicepteurs C-MiHi (« sile ncie ux ») pré sentent une insensibilité aux stimula tio ns
mécaniques et thermiques en condition nomale. En revanche, lexposition a des
agentsalgogénescomme la capsaicine (agoniste des récepteurs TRPV1) ind uit une

sensibilisation de cesrécepteurs (Schmidtetal, 1995). Ie groupe le plusimportanten
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nombre est sans conteste celui des nocicepteurs polymodaux. En effet, is
représentent enviorn 75% des nocicepteurs de type C. Les études histologiques
menées ces 20 demieres années (Camr and Nagy, 1993; lawson et al, 1993; Price
and Fores, 2007) ont permisd’établir2 grandesclassesde fibbresde type C :

- les fibres C peptidergiques: elles secretent deux types de neuropeptides, la
substance Petle CGRP. Cette sous-population de fibbres C exprime le réc e pteur TkA
(tyrosine related kinase) du NGF (Nerve Growth Factor). En effet, le NGFjoue un role
prépondérant au stade embryonnaire en permettant la survie des neurones durant
le développement. Au stade adulte environ 40% des neurones des DRG expriment le
récepteur TkA (Molliverand Snider, 1997).

- les fibres C non peptidergiques: on observe durant la période post-natale une
augmentation de Iexpression du rcepteur ¢c-RET'du GDNF (Glal cell-Derived line
Neurotrophic Factor) (Snider, 1998). De plus, ces neurones vont présenter une forte
affinité pourlisolectine B4 (IB4), protéine extraite de la plante Griffonia simp lic ifo lia
(Wang et al, 1994) et exprimerles récepteurs P2X3 de I'ATP (Julius and Basbaum,
2001).

C. Role des ganglions rachidiens dans la physiopathologie de la douleur

ne uro pathique

En clinique, on détecte chezles patients douloureux neuropathiquesla présence
de symptomes « positifs », c 'est-a-dire 'apparition de signes sensoriels quine sont pas
présents en condition normale. Parmiceux-ci, on peut citerles douleurs spontanées
dites «continues ou paroxystiques». Dans ce cas, le patient va ressentir des
sensations de douleur intense tres caractérstijues de décharges électrques,
d’élancements ou de coups de couteaux (Attal et al, 2006). Suite a des lésions
nerveuses périphériques, on peut observer des modifications d’expression et de
transport de certains canaux ioniques dans des structures clefs du syst¢e me nerve ux
périphérique. Ces modifications peuvent alors contrlbuer a la transmission de

messagesnereuxnociceptifs « spontanés»enlabsence de toute stimulation.

1. Ies neurones sensoriels primaires

a.Propriétésélectrophysiologiques
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Ies enregistre ments microneurographiques, talisés chez des patients doulo ure ux
chroniques, supportent 'idée d’un mécanisme de sensibilisation périphérique lié a
Fappartion d’une activité électrique ectopique, pouvant étre spontanée ou
déclenchée pardes stimulations non nociceptives (Serra, 2012). Lappartion d’une
activitt électrique spontanée peut Sexpliquer par le profil électrophysiologique
atypique de certains neurones du DRG (Devor, 1999). En effet, certains neurones
présentent une activité électrique oscilatoire sous-liminaire lLée a Tactivation
successive de canaux sodium et potassium (Amiret al, 1999). Ces phénomeénes ont
déja été observés dans d’autres struc tures du systé me nerveux, notamment dans le
cortex entorhinal (Dickson et al, 2000). Iorsque Tactivité oscillatoire atteint un seuil
de dépolarisation suffisant,onobserve l'appartion de trainsde potentielsd’actionet
la naissance d’une activité rythmique (Devor, 1999). Ce phénomeéne particulier
prend son sensdansle casde lésionsnerveuses périphériques,oulon a observé une
augmentation de la proportion de neurones pré sentant une ac tivité o scillatoire sous-
Iiminaire ainsi qu’une activité spontanée (Amiret al, 1999). Bien que la contribution
réelle de ce mécanisme soit encore mal connue, i semble que le profi d’ac tivité
électrique anormal des neurones du DRG en condition neuropathique soit
étrotement lié a Tactivation de canaux sodium voltage-dépendants (Amir et al,
2002). Une grande diversité de canaux sodium est exprimée dansles DRG (Wang et
al, 2011b) etles études comportementales dé montrent une diminution de I'ac tivité
ectopique suite a ladministration de lidocaine (bloquant des canaux sodium

voltage-dépendants) (Sheetsetal, 2008).

b.Role descanauxsodium voltage-dé pendants

1 existe 9 sous-types de canaux sodium voltage-dépendants (Navl.1- Na.1.9)
sensibles ou non a la tétrodotoxine (TIX). On distingue les canaux sodum TIX-
sensibles qui présentent une cinétique d’activation et d’inactivation rapide, et les
canaux TIX-résistants (Nay1.5, Nav1.8 et Nav1.9) (Wang et al, 2011b). Dans un
premiertemps, 'implication descanaux sodium Nav1l.3 dansla physiopathologie de
la douleur neuropathique a été suggérée. En effet, ce canal est tres faibblement
exprimé en condition normmale (Waxman et al, 1994), mais sa surexpression a été
démontrée lors de lésions nerveuses périphériques (Lindia et al, 2005). Néanmoins la

pewistance d’une allodynie mécanique chez les sours déficientes pour le Nay1.3
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(Nassaretal, 2006) semble indiquerque celui-cin’est pasun élément primordial au
développementetaumaintien des sympto mes do ulo ure ux.

Ie canal Nav1.7 est majortairrment exprimé dans les neurones de petit diame tre
du DRG (Black et al, 2004). 1 présente une cinétique d’inactivation lente et une
sensibilité a de faibles varations du potentiel de membrane (Cummins et al, 1998).
Ainsi, i1 a cemment été montré que certains courants sodium persistants (Ivap)
présentent une phase d’inactivation lente et poumaient contbuer a la geneése
d’activités oscillatoires dans le cas d’une douleur neuropathique (Xie et al, 2011).
Etant donnée sa cmétique d’activation, le canal Na,1.7 poumait jouer un rle
importantdansla geneése d’activités électriques spontanées. Toutefois, son 1le reste
encore malconnu,carsidesaugmentationsd’expression ontété observéesdansun
modele de neuropathie diabétique (Hong et al, 2004), d’autres modeles suggerent
que la protéine serait réprimée (Km et al, 2002a). De plus, les données
comportementales montrent que la délétion du canalNav1.7 dansle DRG n’affecte
pasle développementetle maintien de F'allodynie mécanique dansun modele de
douleur neuropathique d’ongine traumatique (Nassaret al, 2005). Enfin, une étude
menée sur des DRG de patients ayant subi un traumatisme du plexus brachial
montre une diminution de 'expression de Nav1.7 (Coward etal, 2001).

Ie canal Na.1.8 semble principalement exprimé dans les neurones de petit
diametre non peptidergiques (Djouhriet al, 2003). Son rle dans 'établissement ou
le maintien de la douleur neuropathique est controversé. En effet, des données
montrent que son expression est diminuée dans le DRG associé au nerf lésé mais
accrue dans le DRG associé au nerf ntact (Berta et al, 2008). Enfin, la délétion du
canal Na 1.8 chez les animaux n’atténue pas Ihypersensbilité induite par la

neuropathie (Abrahamsenetal, 2008).

c.Rble descanauxcalcium voltage-dé pendants
Ies canaux calcium voltage-dépendants (Cav) représentent une des voies
principales d’entrée du calcium dans le neurone, ou ils participent activement a
lexcitabilité cellulaire et aux processus moléculaires lié s & la transmission syna p tique.
Ies premieres études électrophysiologiques ont permis de mettre en évidence 2
grandes classes de Cav qu'on appellera Cav a bas seuil d’activation (canaux de
type D et a hautseuild’activation (canauxde type L PPQ, Ret N). les Cavsontdes

protéines hétéromériques formées de lassociation d’une sous-unité al, d’un
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domaine cytoplasmique P, d’une sous-unité y et d’un domame extracellulaire 026
(Bauer et al, 2010). Ia grande majorité des travaux dans le domaine de la
nociception s'est orientée vers les Cav a haut seuill d’activation et notamment les
Cav 2.2. En utilisant des souris déficientes en canalcalcium de type N (Ca,2.2), les
auteurs ont démontré que celui-ci était nécessairr au développement et au
maintien de 'allodynie neuropathique (Saegusa etal, 2001).

Ies études se sont ensuite focalisées sur I'implication des diffé rentes sous-unité s
régulatrices dans la physiopathologie de la douleur neuropathique. Ia sous-unité
026 semble jouerun role prépondérant dansle recyclage descanauxcalcium a la
membrane plasmique ainsique dans la modulation des propriétés biophysiques du
canal (Dolphin, 2012). Concemant cette sous-unité, des données indiquent que
Faugmentation de I'expression de TARNm (Newton et al, 2001) et de la protéine
(Imo et al, 2001) dans le DRG coincide avec lappartion de comportements
associés a la douleur neuropathique (Imo et al, 2001). Par ailleurs, les sours
présentant une surexpression de cette sous-unité développent une allodynie
mécanique enlabsence totale de lésion (Lietal, 2006). Alinverse, d’autres travaux
montrent une appartion diffétrée de lallodynie neuropathique chez des sours
déficientes pourcette sous-unité (Pateletal, 2013). De plus, il faut noterque la sous-
unité 026 est le site d’action principal des gabapentnoides (Bourinet et al, 2014),
utilisé s en premiere ligne de traitement des douleurs neuropathiques en clinique
(Attalet al, 2010). Ainsi, la surexpression d’une forme mutée de la sous-unité rend les
animaux insensibles au traitement parla prégabaline (Feld et al, 2006), indiquant
son1le pimordialdanslefficacité thérapeutique desgabapentnoides.

Ia sous-unité P des canaux caltium & haut seuil d’activation permmet une
modulation de Fexpression, de la dégradation, ainsi que des propriétés cinétiques
ducanal(Buraeiand Yang, 2013). Desdonnées récentes montre nt une sure xpre ssion
de la sous-unité Ps au sein du DRG dans un modele de ligature des nerfs spinaux (Li
etal, 2012), et Tadministration intrathécale d’ARN anti-sens dirigé contre cette sous-
unité soulage 'allodynie neuropathique (Lietal, 2012).

Iles Cav exprimés au sein du systt me nerveux périphérique semblent largement
impliqués dans la physiopathologie de la douleur neurpathique. Né anmoins une
meilleure compréhension du le des sous-unités régulatrices dans 'expression et
Fadressage descanauxcalcium est un élé ment primordial pourla mise en évidence

de nouvellesciblesthérapeutiques.
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d.Role descanauxpotassium voltage-dépendants

Ilescanaux potassium voltage-dépendants (K/) jouentun role prépondérant dans
le niveau d’excitabilité des neurones sensoriels primaires en favorisant 'étape de
repolarisation lors de la genése des potentiels d’action. Une réduction de lac tivité
des K/ est associée a une augmentation de la fréquence et de la durée des
potentiels d’action aboutissant 4 une hyperexcitabilité membranaire (Waxman and
Zamponi, 2014). Ies neurones sensoriels expriment une grande varété de canaux
potassium, les K1, K2, K3, K4 et K7, dont le niveau d’expression vare en fonction
du soustype de neurones (Rasband et al, 2001). Des données montrent clairement
une réduction de Iexpression des canaux Ky dans le DRG, que ce soit dans des
modeélesde douleurneuropathique d’origine traumatique (Rasband et al, 2001; Kim
et al, 2002b; Tsantoulas and Mc Mahon, 2014) ou diabétique (Cao et al, 2010).
Cependant, les mécanismes moléculaires qui soustendent ces changements
d’expression restent encore méconnus. Une étude récente a mis en évidence une
diminution de Texpression du canal Ki1.2 dans les neurones des DRG suite a une
lésion du nerf périphérique (Zhao et al, 2013). Plus étonnant cette diminution serait
liée a la synthese endogéne d’un ARN non codant dirigé contre le K1.2, aboutissant
a une hyperexcitabilité des fibres afférentes primaires (Zhao et al, 2013). L utilisa tion
d’agents phamacologiques pemettant de potentialiser Factivité des canaux
potassium peut présenter dans certains cas un intérét lmité (Tsantoulas and
McMahon, 2014). Par conséquent, la découverte de molécules intermédiaires
modulantTactivité ainsique le niveau d’expression descanaux K, poumait c onstituer
une cible thérapeutigue pour le développement de nouveaux traitements
phamacologiques (Tsantoulasand Mc Mahon, 2014).

Ies canaux HCN (Hypepolarnzed-activated cyclic nucleotide channel) sont des
canaux potassium voltage-dépendants caractérisés parune cinétique d’activation
lente durant Thypermolansation. IIs sont modulés par une liaison directe de
Fadénosine monophosphate cyclique (AMPc) (He et al, 2014). Linhibition
phamacologique des canaux HCN entraine une diminution drastique de I'ac tivité
électrique spontanée des fibres AR ainsi que de I'hypersensibilité mécanique dans
un modele de ligature des nerfs spinaux (Chaplan et al, 2003). Enfin, la délétion
sélective descanaux HCN dans les nocicepteurs exprimant le canal sodium Nav1.8

soulage I'allodynie neuropathique (Emery etal, 2011).
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2. Ies cellules satellites gliales

a. Activation des cellules satelltes ghales: expression de margueurs

gliaux
Iescellulessatellites gliales (SGCs) sontcaractéris€es parun nombre importantde
marqueurs moléculaires (Hanani et al, 2002) facilitant ainsi leur ide ntific a tio n.
Néanmoins, contrairement aux astroc ytes, les SGCs présentent en condition basale
de faibles taux d’expression de la protéine GFAP (Glial Fbrllary Acidic Protein)
(Jessen et al, 1984). Dans le cas d’une lésion nerveuse, une forte augmentation
d’expression de cette protéine (Stephenson and Byers, 1995; Ohtoriet al, 2004) ainsi
que de la protéine S100 (Sandelin et al, 2004) a été observée dansles DRG. De plus
le patrond’activation des SGCssemble dépendantdu délaisuivant linduction de la
neuropathie. En effet, & des temps précoces suivant la c hirurgie, les SGCs activées
semblent préférentiellement associées aux neurones de type AS ef C. A I'inverse,
plusieurs semaines apres linduction de la neurmpathie les SGCs activées se
retrouvent majontairement associées aux neurones de type AP (Liu et al, 2012). Ies
vanations d’expression de marqueurs glaux semblent iées & des phénomeénes de
glosesréactionnelles dansle DRG. En effet, une prolifération cellulaire gliale (Shinder
et al, 1999) a été décrite dans le cas d’une lésion nerveuse périphérique ainsi
qu'une hypertrophie glale dans un modeéle de neuropathie d’origine cancéreuse

(Petersetal, 2007).

b.Role desjonctions communic antes (jonc tions GAP)

Ies études menées en microscopie électronique révelent une croissance
anomale des prolongements glaux formant ainsi de nouvelles jonc tions GAP avec
les cellules glales adjacentes (Hanani et al, 2002; Pannese et al, 2003).
Laugmentation du couplage entre les SGCs a été observée dans des modeles de
douleurs viscérale, infammatoire et neuropathique (Dublin and Hanani, 2007; Ohara
et al, 2008; Huang et al, 2010b). Ces données sont confortées par une étude
montrant une surexpression de la connexine 43 (unité fonctionnelle des jonctions
GAP) dans le DRG d’animaux douloureux neuropathiques (Ohara et al, 2008). Par
aileurs, 'administration de carménoxolone, bloquant des jonctions GAP (Warwick
and Hanani, 2013), et d’ARN anti-sens dirigé contre la connexine 43 (Jasmin et al,

2010) atténue les comportements associés a la douleur chronique. Lune des
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hypothéses suggeére que les jonctions GAP des SGCs auraient un role dans la
régulation de la concentration extracellulair de potassium (Kettenmann and
Ransom, 1988). Cette hypothése a été confimée par une étude montrant
lexpression de canaux potassium a rectification entrante (Kir) fonctionnels a la
surface des SGCs (Vit et al, 2006). Ceux-ci permettent une recapture efficace du
potassium lbéré dans le cas d’une hyperexcitabilité neuronale, ainsi qu’une
redistrbution du potassium a travers les jonctions GAP nouvellement formées (Vit et
al, 2006). Cette idée est supportée par le fait qu'une inactivation sélective des
canaux Kir4.1 majortairement exprimés sur les SGCs déclenche Iappartion d’une

douleurspontanée enabsence de lésion (Vitetal, 2008).

c.Cellulessatellites glaleset c ytokine s

Ilescytokines sontdes protéines solublesde signalisation cellulaire synthétisées par
les cellules immunitaire s (neutrophiles, macrophages, ymphocytes) mais également
par des cellules non-immunitaires (cellules glales et neurones). Ies données
préclniques démontrent le 10le prépondérant des cytokines dans Ia
physiopathologie de la douleur neuropathique (Scholz and Woolf, 2007). Pammi les
nombreuses familles de cytokines, on regroupe : (1) les cytokines pro-inflammatoires,
dont le Tumor Necrosis Factor (TNFa) et I'Inferféron-y (IFN-y), (2) les c ytokines anti-
mflammatoires, dont I'interdeukine-10 (II-10), et (3) les chimiokines comme le
Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1) ou la fractalkine (CX3CLl) (Kiguchiet
al, 2012) également pro-inflammatoires.

Ies cytokines : des données ont montré une augmentation de I'expression des
cytokines pro-infllmmatoires II-6 (Dubovy et al, 2010a; Brazda et al, 2013) et IL-1P
dans les SGCs d’animaux neuropathiques modulant Tétat d’excitabilité des
neurones du DRG (Thkeda et al, 2007). Dans une autre étude, les auteurs ont
observé une augmentation de I'expression d’Il-6 dansles SGCsetde son récepteur
surlesneurones du DRG (Dubovyetal, 2013).

Ies chimiokines : Dans un modeéle de neuropathie lié au HIV une augmentation
de Texpression du rcepteur CXCR4 dans les SGCs a pu étre observée, et
ladministration d’antagonistes de ce récepteur supprime [Ihypersensi ilité
mécanique (Bhangoo et al, 2007). D’autres données dé montrent une sure xpre ssion
concomitante du ligand SDF1 (Stromal Derived Factor 1) dans les SGCs et de son
récepteur CXCR4 sur les neurones (Dubovy et al, 2010b) dans un modele de
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neuropathie d’origine traumatique. MCP-1 est une chimiokine possédant un effet
chimioattractif sur les macrophages lors du processus infammatoire (Kiguchiet al,
2012). Dans le DRG, MCP-1 est majortairement exprimé par les neurones et les
macrophages résidents (White et al, 2005; Jung et al, 2008), mais peu de données
suggerent pour l'instant Wl des SGCs. Néanmoins, une preuve indirecte a
rEcemment été rapportée, a savoir que I'inhibition sélective de la voie NF-kB dans
les SGCs diminue Fexpression de MCP-1, phénomeéne coincidant avec la dispartion

de I'allodynie mécanique (Fuetal, 2010).

2. Ies cellules immunitaire s
Ia communication entre le systtme immunitaire et le systtme nerveux est
bidirectionnelle. En effet, une lésion nerveuse entraine la lbération de
neuromédiateurs activant le recrutement de cellules mmunocompétentes
(macrophages, lymphocytes). Ainsi, la ibération de cytokines et de c himiokines par
les cellules immunitaires permet une modulation de la transmission nociceptive en

agissantdansle systt me nerveux périphérique etcentral (Scholzand Woolf, 2007).

a.Recrutementde cellulesimmunitaires dansles ganglions rac hidie ns

En condition basale, les cellules immunitaires sont peu représentées, avec
essentiellement la présence de macrophages résidents (Calvo et al, 2012). Dans le
cas de douleurs neuropathiques, on observe une invasion massive de cellules
immunocompétentes dansle DRG.

Ies neutrophiles. On note une augmentation de la quantité de neutrophiles
(Morin et al, 2007) au 14¢me jour apres induction de la neurpathie (Km and
Moalem-Taylor, 2011). Ie nombre de neutrophilesest 5 a 10 fois plus élevé au site de
la lésion que dansle DRG, etle recrutement tardif suggeére un rile dansle maintien
de la douleurneuropathique (Km and Moalem-Taylor, 2011).

Ies cellules dendritiques. On observe une augmentation croissante de la quantité
de cellules dendrtiques entre le 3¢me et 14°™e jour post-c hirurgie (Km and Moalem-
Taylor, 2011). Ies cellules dendrtiques sont des cellules présentatrices d’antigenes
capables d’activer les lymphocytes Tet de déclencher la mise en place d’une
réponse immunitaire adaptative. leurrle dansla douleur neuropathique n’est pas

connu mais une étude clinique 4 misen évidence la présence de cescellules dans
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desbiopsiesde nerf suralde patients atteints du syndrome de Guilain-Bamé (Presset
al, 2005).

Ies lymphocytes T(I:D. Ie profild’expression est similaire & celuiobservé pourles
cellules dendritique s (Km and Moalem-Taylor, 2011). Ieurrile semble dépendantde
leur profil de production cytokinique. En effet, Tadministration de LT helperl,
produisant majortairrment des cytokines pro-inflmmatoires (IFN-y), potentialise
Ihypersensibilité mécanique liée a la compression du nerf sciatique. A I'inverse,
Fadministration de L-T helper2 produisant des cytokines anti-infammatoies (IL-10)
soulage Tallodynie neurpathique (Moalem et al, 2004). Enfin, des données
montrent qu'une déficience globale en Tchezle rat (Moalem et al, 2004) et chez
la sours (Cao and Deleo, 2008) se traduit par une baisse des comporte ments
no c ife nsifs.

Ies macrophages. le recrutement massif de macrophages dansle DRG débute
environ au 4°™¢ jourapresla lésion (Hu et al, 2007; Kim and Moalem-Taylor, 2011) et
un pic de recrutement est observé une semaine apresl'induction de la neuropathie
(Km and Moalem-Taylor, 2011). Une comnélation entre la diminution du recrute ment
des macrmphages et Iintensité des comportements douloureux a été mise en
évidence (Sommer and Schafers, 1998; Barclay et al, 2007), suggérant un role des

macrophagesdansle développementde la douleurneuro pathique (Figure F3).

b.Implications fonctionnelles: 9le desmacmphages

Dans un modeéle de lgature partielle du neirf sciatigue, on observe une
surexpression de la protéine MCP-1 dansles neurones du DRG seulement 4h apresla
lésion, etle pic d’activité est détecté a 48h (Tanaka et al, 2004). Laugmentation de
la production locale de MCP-1 conduit d’une part a Tactivation des macrophages
résidentset d’autre part aurecrutement de monocytescirculants (Scholzand Woolf,
2007). Par ailleurs, d’autres travaux reportent une augmentation de Iexpression de
CCR2 (C-C chemokine receptor type 2) sur les neurones ainsi que sur les
macrophages (White et al, 2005). Desdonnées suggerent que l'activation du CCR2
neurnalaugmente 'expression ducanalNav1.8 (Belkouchetal, 2011) et induit une
sensibilisation du rcepteur TRPV1 (Jung et al, 2008), pouvant contrbuer a
Ihyperexcitabilité neuronale. De plus les macrophages expriment une grande
varété de récepteurs purnergiques indiquant que T'ATP est capable de moduler

Factivité des cellules immunitaires (Scholz and Woolf, 2007). Lactivation des 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
Iésion nerveuse périphérique. Les cellules immunitaires sont capables de libérer des médiateurs
inflammatoires modulant I'excitabilité des neurones sensoriels primaires.
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des macrmphages entraine une lbération de prostaglandines responsables de
lappartion de comportements nocifensifs dans un modéle de douleur
inflammatoire (Umann et al, 2010). De récentes données mettent en évidence une
augmentation de I'expression de P2X4 surles macrophages dans des modeles de
douleur neuropathique (Nakai et al, 2010; Otoshi et al, 2010), ce qui poumait
contribuer a la synthése de cytoknes pro-inflammatoires, comme le TNFa (Otoshiet
al, 2010).
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Iv. Roéle du TNFa dans la physiopathologie de la douleur neuropathique

A. Génénalité s

1. Struc ture du INFa (Tumor Necrosis Factor-a) et de ses ré cepteurs

Le TNFa appartient & la famille descytokines. Ce sontdesglycoprotéinesde faible
poids moléculaire majoritarement sécrétées par les cellules immunocompétentes
(Iy'mphocytes T macrophagesetneutrophiles), maisaussiparlescellules du syste me
nerveux. Le TNFa s’exprime sous deux formes: une protéine transmembranaire de
26 kDa (MTNFa) assemblée en homotrimére et une protéine soluble de 17 kDa
(STNFa) résultant du clivage de la forme membranaire parlenzyme TACE (INF-alpha
converting enzyme) (Black et al, 1997). Ces deux formes sont physiologiquement
actives (Horuchi et al, 2010) et présentent des affinités différentes pour les
récepteurs du TNFa (Grellet al, 1995). Deux récepteurs membranaires distinc ts ont
été identifiés. e cepteurde type I ((INFRI'p55) exprimé de maniere ubiquitaire et
constitutive, initiant la plupart des fonc tions biologiques du TNFa et notamment son
activité cytotoxique (Locksley et al, 2001). Ie récepteur de type II (INFRIIp75) est
falblement exprimé en condition normale et préférentielement associé a certains
types cellulaires (macrophages, lymphocytes T, monocytes) (Aggarwal, 2003). Le
SINFa est capable d’activer a la fois INFRI et INFRI bien qu’il possede une affinité
plus forte pour le premier, alors que INFRIl est sélectivement activé par le mINFo

(Grellet al, 1995).

2. Signalisa tion intra ¢ e llula ire

Ia liaison du INFa surle INFRI induit le recrutement d’une protéine adaptatrice,
TRADD (INF-receptorassociated death domain) parune interaction directe avec le
«death domain » situé surla partie C-terminale intracellulaire du récepteur (Tartagla
etal, 1993). Ia protéine TRADD déclenche la synthése de facteurspro-apoptotiques
et lactivation de voies de signalisation intracellulaire de type JNK (c-jun N-Terminal
Knases), P38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et NF-kB (Nuclear Factor
kappa B), jouantun role dansla prolifération cellulaire etla production de cytokines
pro-inflammatoires (Mc Coy and Thnsey, 2008). A I'inverse, le INFRIIne contient pas
de «death domain » dans sa partie C-terminale. Dactivation du INFRIIparle mTNFa
conduit au recrutement des protéines adaptatrces TRAF1 et TRAF2 (Cabal-Hiemo
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and Iazo, 2012). Celles-ci sont capables d’activer de facteurs de transcription du
type NF-kB impliqués dans la synthése de facteurs antiapoptotiques (Rothe et al,
1994; Rothe et al, 1995). l semble exister une dichotomie entre les processus liés a
Factivation du INFRI et du TINFRIL Tbutefois, des données suggeérent d’une part Ia
possibilité de recrutement de la protéine TRAF2 suite a T'activation du INFRI (Hsu et
al, 1996), et d’autre part 'existence d’une signalisation croisée entre les 2 types de
récepteurs (Rodriguez et al, 2011). De plus, il faut noter que linterac tion juxtac rine
du mINFO et du TINFRI déclenche une signalisation inverse dans les cellules
exprmant le mINFo (Horuchiet al, 2010) qui poumnait en partie mettre en jeu la voie

des MAPK (Kirc hneretal, 2004) (Figure I-4).

B. Role du TNFa dans le systt me nerveux périphérique et central

1. Génémalités

Depuisle début du XXF™e siecle de nombreux groupessaccordent a dire que les
neuronesne sontpaslesseulsacteursconduisantaudéveloppementetau maintien
de la douleurneuropathique. Iescellules gliales et les c ellule s immunitaire s joue nt un
ole primordial dans les modifications physiopathologiques associées a une lésion
nerveuse périphérique (Scholz and Woolf, 2007; Calvo et al, 2012). Au site de lésion,
Factivation des macrmphages résidents stimule le recrutement de cellules
mmunitaires. Cette cascade d’événements moléculaires soustend le
développement de «réactionsinflammatoires» localesdans le DRG mettant en jeu
a la foisdescellules du syste me immunitaire (macrophages, lymphocytes) ainsi que
les SGCs. Ces signaux qui se propagent de maniere rétrograde conduisent a
Factivation de réseaux neuronaux et glaux dans la come dorsale de la moelle
épmniere contrbuant au développement et au maintien des comportements
douloureux (Vallejo et al, 2010). En étudiant le cas particulier d’une cytokine, des
auteurs ont observé la mise en place d’'un fransport antérograde du TNFa endogene
depuis les DRG vers le site de lésion (Shubayev and Myers, 2001; Schafers et al,
2002), et rtrograde en direction de la come dorale de la moelle épiniere
(Shubayev and Myers, 2002). Lexistence d’un mécanisme de transport du TNFa
endogeéne lors d’une lésion nerveuse périphérique suggere le recrute ment suc c e ssif

de struc tures du systé me nerveux périphérique etcentral
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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 possede pas de
domaine de mort cellulaire et sa stimulation conduit au recrutement de protéines TRAF1 et TRAF2
responsables de I'activation de la voie NF-kB et des MAPK. L’'activation d’'un complexe formé de 3 IkB
kinases (IKK) entraine la phosphorylation de IkBa (cercle rouge) et sa dégradation. L’activation des ces
voies de signalisation cellulaire se traduit par la translocation du facteur de transcription NF-kB dans le
noyau et la synthése de cytokines pro-inflammatoires. Liste d’abréviation: FADD, fas-associated protein
with death domain; IKKa,B,y; IkB kinase; JNK, c-Jun N-terminal kinase; mTNFa, membrane-bound TNF
a;, NF-kB, nuclear factor-kappa B; RIP, receptor interacting protein; sTNFa, soluble TNFa; TAK1,TGF
B-associated kinase 1; TNFR, tumor necrosis factor receptor; TRADD, TNF receptor-associated death
domain protein; TRAF, TNF receptor associated factor.
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2. I1e TNFa dans le systt me nerveux périphérique

a. Site de lésion

Dansun modele de lésion du nerf sciatique une augmentation de 'expression de
FARNmM du INFo et de la protéine a été observée au site de lésion (George et al,
1999; Okamoto et al, 2001). Laugmentation d’expression de TARNm (Sacerdote et
al, 2008) et de la protéine (George et al, 1999) est détectée environ 12h apres
I'induction de la neuropathie et peut se maintenir pendant environ deux semaines
(George et al, 1999). Des données histologiques montrent que le TNFa est
préférentiellement exprimé parlescellulesde Schwann a proximité du site de lésion
(Hayashi et al, 2008; Kato et al, 2009). Notons également que la modification
d’expression du INFO accompagne d’une varation d’expression de sesrécepteurs.
En effet, on observe une surexpression du INFRIet du INFRII dans les pre miers jours
suivant la ¢ hirurgie (George et al, 2005) et Fadministration locale d’antagonistes de

cesrécepteurs atté nue I'allodynie neuropathique (Sommeretal, 1998)(Figure I-5).

b.Ganglon rac hidien

Dansdesmodélesde douleurneuropathique d’origine traumatique, desdonnées
montrent une augmentation de lexpression de TARNm du TINFO dans les DRG
quelques jours apres la chirugie (Sacerdote et al, 2008). Ies niveaux élevés
d’expression peuvent se maintenir jusqu'a 5 semaines post-c hirurgie (Bohren et al,
2013). Au niveau histologique, de nombreusesétudess’accordent a dire que le TNFa
est exprimé dans les cellules satellites glales alors que son récepteur semble
majortaire ment exprimé surles neurones du DRG (Ohtoriet al, 2004; Bohren et al,
2013). Tbut comme au site de lésion, des études ont dé montré une surexpression du
INFRI et du INFRII dans des délais tres courts apres I'induction de la neuropathie
(Schafers et al, 2003a). Ies données présentées indiquent que les modific ations
précoces d’expression du TNFa au site de lésion et dans les DRG poumaient
contrbuer au déclenchement d’événements infammatoires et a Tapparmtion des

comp orte me nts no c ife nsifs (Figure I-5).
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Figure I-5. Action du TNFa dans le systéme nerveux périphérique et central. (A)
L’activation des récepteurs au TNFa (TNFR) induit la production de MCP-1 qui module
lactivité des récepteurs AMPA et NMDA au glutamate. (B) Au niveau spinal les cellules
microgliales et astrocytaires libérent du TNFa qui active la voie p38 des MAPK et la synthése
MCP-1 modulant I'excitabilité neuronale. (C) Dans le DRG, la libération de TNFa active son
récepteur situé sur les neurones sensoriels primaires. L’activation de la voie p38 peut induire
'ouverture de canaux sodium exprimés a la membrane. (D) Au site de Iésion les cellules de
Schwann libérent du TNFa dans les premiers jours suivant la neuropathie. Liste
d’abréviations : AMPA, a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate; MCP-1, monocyte
chemoattractant protein; NMDA, N-méthyl-D-aspartate; TNFa, tumor necrosis factor alpha;
TNFRI et TNFRII, tumor necrosis factor receptor 1 et 2.
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c.Role fonc tionnel

i. INFa, allodynie et hyperalgésie
Au niveau comportemental, une injection infraneurale de TNFa induit des
comportements d’hyperalgésie et d’allodynie similaires & ceux observés lors d’une
lésion nerveuse périphérique (Wagnerand Myers, 1996; Zelenka et al, 2005). Suite a
Iinduction d’une neurpathie, Tadministration locale d’anticorps pemettant de
neutraliser I'action du TNFa blogue le développement de I'allodynie mécanique et
de 'hyperalgésie thermique (Schafersetal, 2001; Kato etal, 2009).

ii. Dégénérescence wallérienne et TNFa

Ie développement de douleurs neuropathiques suite a une lésion nerveuse
périphérique est mtimement lié au processus de dégénérescence wallérienne. Ce
phénomeéne se caractérise parla dégénérescence de axone et de sa gaine de
myéline en aval de la lésion, ainsi qu'une prolifération secondaire des cellules de
Schwann (Myers et al, 1993; Sommer et al, 1993). Pammi les acteurs potentiels, le
TINFa semble jouerun role prépondérant dans la mise en place de ce phénomeéne
en induisant notamment le recrutement de macrophages au site de lésion (Liefner
et al, 2000). En utilisant une souche de souris mutantes qui se caractérise par un
décalage d’appartion de la dégénérescence axonale (Permmy et al, 1990), les
auteurs ont démontré que la diminution de TI'hyperalgésie est associée a une
inhibition locale de la synthese de INFa (Myers et al, 1996; Sommer and Schafers,
1998). Parconséquent, la surexpression du INFa parlescellules de Schwann semble
étre un élément clef dans les mécanismes moléculaires liés a la dégénérescence
walérienne ainsi que dans Fappartion des comportements nociceptifs qui y sont

associés (Wagnerand Myers, 1996; Myers and Shubayev, 2011).

iii. Apoptose et INFa
Ia surexpression du INFO danslescellules de Schwann dans les heures qui suive nt
linduction de la neurwpathie souligne son rle prmordial dans Fappartion des
comportements d’hyperalgésie (Campana et al, 2006). Iors d’une lésion nerveuse
pérphérique, le clivage du mINFa (26 kDa) en sINFa (17 kDA) par la MMP-2
(Shubayev and Myers, 2000) permet au STNFO d’activer pré fé rentie lement le TNFRI

(Grellet al, 1995) quisemble également surexprimé au site de lésion (George et al,
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2005). Lactivation du TNFRI par le TNFa déclenche des phénoménes de mort
neuronale par apoptose (Thorbum, 2004) en stimulant la voie des caspases
(Micheau and Tschopp, 2003). Dans un modeéle de ligature des nerfs spinaux,
Faugmentation de Texpression du TNFO coincide avec la surexpression de la
caspase 3 (marqueur apoptotique) dans les DRG (Km et al, 2011b). Dans un
modeéle de neurmpathie d’orgine cancéreuse, Fadministration d’mhibbiteurs de
caspases atténue 'hyperalgésie thermique (Joseph and Ievine, 2004). Enfin, une
étude démontre que le degré d’apoptose lié a la production locale de INFQ, est
directementcomélé a la sévérté dessymptomesobservés (Sekiguchietal, 2009).

iv. Activation de la voie des MAPK (Mitogen-Associated Protein
Kina se s)

Laction du INFO sur son récepteur induit Factivation de la voie p-38 mitogen-
activated protein kinase (p38 MAPK) et c-jun N-Terminal Kinase (JNK) dans les
neurones du DRG (Pollock et al, 2002). Chez des animaux neuropathiques, une
augmentation transitoire de la phosphorylation de p38 a été observée dans les
neurnes des DRG et celle-ciest bloquée parladministration d’un agent anti-TINFo
(Schafers et al, 2003b). De plus, I'injection locale de produits antiINFaO et
d’inhibite urs de la voie p38 bloque le développement de I'allodynie neuropathique
(Schafers et al, 2003b; Svensson et al, 2005). Une étude ex vivo a démontré que
Fapplication de TNFa surdes culturesde DRG module Tactivité descanauxcalecium
et sodium voltage-dépendants (Czeschik et al, 2008), et cet effet semble
dépendant de Tactivation de la voie p38 des MAPK (Jin and Gereau, 2006). Ces
données suggeérent Iexistence d’un lien direct entre Tactivation du INFR et la voie

p38 des MAPK

3.Ie TNFa dans le systt me nexrveux central
Ies cellules gliales repré sentent environ 70% des cellules du systtme nerweux, et
peuvent étre séparées en deux catégores: les cellules macroglales (astrocytes,
oligodendmwcytes) etlescellulesmicroghalesquireprésentent 5 a 12% descellules du
syste me nerveux (Watkins et al, 2007). Bien plus que descellulesde soutien, celles-ci
jouent un rle dans le maintien de Thomoéostasie, la synthése, la lbération et Ia
recapture de neurotransmetteurs (Watkns et al, 2007). les recherches menées lors

de la demitre décennie ont permis de mettre en évidence lexistence d’une
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communication bidirectionnelle entre les neurones et les cellules glales, suggérant
un 10le actif dans la transmission synaptique (Fields and Stevens-Graham, 2002;
Perea and Araque, 2006). De maniere intéressante, les astrocytes et les cellules
microglales sont sujettes a une plasticité morphologique et fonctionnelle. Dans
certains cas, cela peutconduire & une lbération de cytokines (Deleo et al, 2004)
impliquées dans les phénomeénes de sensbbilisation centrale observée en condition

de douleurneuropathique (Mika etal, 2013).

a.Expression etwle du TNFa au niveau spinal

i Role desastrocytes

Au début desannées 90, des chercheurs mettent en évidence une hypertrophie
des astrocytes suite & une lésion nerveuse périphérique se traduisant par une
augmentation de 'immunoréac tivité GFAP (Glial Fbrllary Acidic Protein), marmgueur
de référence des astrocytes (Gamison et al, 1991). Notons que les astrocytes sont
faiblement activés lors de la premiere semaine post-chirurgie, puis wune
augmentation exponentielle de cette activité est observée et peut se maintenir
jusqu'a 3 moisapreslinduction de la neuropathie (Coyle, 1998; Tanga et al, 2004).
Ie r6le du INFo dansla douleurneurpathique a d’abord été étudié en utilisant des
animaux transgéniques qui expriment le INFO exclusive ment dans les astroc ytes. Les
auteurs ont observé une augmentation de Tintensité des c omporte ments no c ife nsifs
suite & induc tion d’une neuropathie chezles animaux GFAP-TNFa parcomparaison
aux animaux controles (Deleo et al, 2000). Une surexpression du INFa est observée
en condition neuropathique et celle-ci semble majortairement associée aux
astrocytes (Ohtori et al, 2004; Zheng et al, 2011; Ishikawa et al, 2013). ILes
observations cliniques semblent aller dans le méme sens. En effet, une surexpression
duINFoetde la GFAP a été détectée en post-mortem dansla moelle épniere d’un
patient atteint de douleurneurpathique (Shiet al, 2012). Ie r6le du INFa libéré par
lesastrocytesestencore malconnu maisdesdonnées suggerent une implication de
la chimiokine MCP-1. Effectivement, une récente étude suppose que le INFa libéré
parles astrocytes induirait via le INFR1 une surexpression de MCP-1 dans la come
dorsale de la moelle épiniere. Ce demier aurait une action directe sur I'état
d’excitabilitt des neurnes résidents de la moelle épiniere, en modulant I'ac tivité

desrécepteursdu glutamate (NMDA et AMPA) (Gao etal, 2009).
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ii. Role de la microglie

Ies cellules microgliales sont définies comme les cellules immunitaires résidente s
du systtme nerveux central, au méme titre que les macrophages dans le systeme
nerveux périphérique. En ¥ ponse a une lésion nerveuse, lescellules microgliale s sont
lespremierescellulesa étre recrutées (Tanga et al, 2004) et restent actives pendant
plusieurs semaines. De plus, cet état d’activation se traduit par la synthese et la
libération de cytokines pro-inflammatoires (Ren and Dubner, 2008). En condition de
douleur neuropathique, une activation microglale spinale a été observée (Sweitzer
et al, 2001; Ishikawa et al, 2013) et dans certains cas, celle-ci est associée a une
surexpression du TNFa (Hao et al, 2007; Zheng et al, 2011). En outre, 'administra tion
intrathécale de minocycline (inhibiteur microglial) bloque Tallodynie neuro pathique
etceteffetestcomélé a une baisse de 'expression du INFo (Iedeboeret al, 2005).
Lactivation de la voie p38 des MAPKsemble étre un élé ment prépondérant dansle
développement de la douleur neurpathique (Ieung and Cahil 2010). Une
augmentation d’expression de la forme phosphorylée de p38 et du TINFa est
détectée dans la moelle épiniere d’animaux neuropathiques 2 semaines apres la
chirurgie (Xu et al, 2007). De plus, Fadministration d’antagonistes du TNFRI inhibe
Tactivité microglale et soulage lallodynie neuropathique (Xu et al, 2007),
mécanisme qui semble étre dépendant de l'activation de la voie p38 des MAPK
(Hao etal, 2007).

iii. TNFa et ac tivité syna ptique

Dans un modele de ligature du nerf sciatique, une étude a misen évidence que
lapplcation exogéne de INFO induit une potentialisation a long temme (LIP) des
fibres C dans la come dorsal de la moelle épiniere, et cet effet est bloqué par
ladministration de PDTC (Pymolidine dithiocarbamate) connu pourétre un inhibite ur
de la voie NFkB (Lu et al, 2007b). Par ailleurs, le INFO semble capable d’agir
localement surles neurones de la come dorsale de la moelle épiniere. En effet, de
part son effet sur Tactivité électrique des intermeurones GABAergique (Zhang and
Dougherty, 2013), le INFO peut participer a la mise en place d’une « désinhibition

spinale » aboutissant & une hyperexcitabilité neuronale (Woolf and Mannion, 1999).
b. Expression et réle du TNFa au niveau supraspinal

Dans un modeéle de douleur neuropathique périphérique parconstric tion du nerf

sciafigue, une augmentation de I'expression du TNFa a été observée dans
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Fhippocampe (Ignatowskiet al, 1999; Covey et al, 2000), le locuscoe ruleus (Covey
et al, 2000; Covey et al, 2002) et le noyau rouge (Ii et al, 2008). Ie blocage
pharmacologique de I'action du TNFa dans I'hippocampe et le noyau rouge
semble induire un effet analgésique (Ignatowskiet al, 1999; liet al, 2008). Dans un
modeéle de neuropathie trigéminale, les auteurs ont dé montré une surexpression du
TNFa dans les astrocytes du bulbe rostro-ventral (RVM), augmentation bloquée par
I'injectionlocale d’un inhibiteurde Tactivité ghale. De plus, I a dministra tion intra-RVM
de TNFa induit un comportement d’allodynie mécanique lié a I'activation du TNFRI
et une modulation de la transmission glitammergique (Wei et al, 2008). Par
conséquent, il semblerait que la libération de TNFa par les astrocytes module
Factivité des récepteurs NMDA supraspinaux, participant ainsi & I'établissement et

aumaintien de la douleurneur pathique (Figure I5).

C.INFa et traitement de la douleur neuropa thique

1. Effe t anti-TNFa d’un traitement par le s antid é pre sse urs

Ies antidépresseurs constituent la premiere ligne de traitement de la douleur
neurpathique (Attal et al, 2006). Un effet anti-TNFa d’'un fraitement par un ATC
(amitriptyline) a déja été misen évidence dansun modeéle de douleurinflamma toire
(Sadeghi et al, 2011). Dans un modeéle de douleur neuropathique, un traite ment
prolongé pendant 2 semaines par un antidépresseur tétracyclique, la mitazapine,
inhibe la synthese de INFa, et cet effet semble lié a une inhibition de la voie NF-kKB
(Zhu et al, 2008).

2. Fffet anti-TNFa d’un traitement pardes Bz-agonistes

En clinique, les Peagonistes sont utlisés pour le traitement de pathologies
inflammatoires comme l'asthme et les BCPO (Broncho-pneumopathie c¢hrnique
obstructive), et indiquéschezla femme enceinte lorsque le risque d’accouchement
prématuré estavéré.

Iorsde la stimulation parle IPS(lipopolysaccharide), agent infammatoire, d’une
culture de monocytes, on observe une augmentation de la synthése de cytokines
pro-inflammatoies. Un co-traitement par des Pz-agonistes (salmétérl, formotérol)
bloque F'augmentation du INFO (Donnelly et al, 2010; Tanaka et al, 2010) et cet
effet semble dépendant de la concentration ntracellulaire d’AMPc (Elenkov et al,
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2000). De plus, le traitement d’une culture de monocytes par un inhibiteur de
phosphodiestérase de type 4 (PDE4) augmente les taux d’AMPc et diminue aussila
synthe se de TINFa induite parle IPS (Link et al, 2008). Lac tivité anti-TNFa d'un Pe-
agoniste, le clenbutérol a également été observée surdes cultures d’astroc ytes, et

son effet est potentialisé parun inhibiteurde PDE4 (Christiansen et al, 2011).

3. Efficacité des traite ments anti- INFa

a.Taitementparlétanercept (Enbrel®)

Au niveau préclinique, les premieres études réalis€es a la fin des années 90, ont
pour la plupart utlis€ des anticorps dirgés contre le TNFO pour neutraliser son
activitt. Ces données ont tout d’abord démontr¥ que ladministration pér-
opératoire d’agent anti-INFO soulage Fallodynie neuropathique (Sommer et al,
1998; ILindenlaub et al, 2000). Létanercept, protéine de fusion associant le
récepteur p75 et un fragment constant de 'immunoglobuline, est une molécule
présentant une AMM dans le traitement de la polyarthrite thumatoide. Au niveau
clinique, des étudescontrflées randomiséesen double-aveugle contre placebo ont
démontré Teffet thérapeutique d’une administration systé mique (Genevay et al,
2004) ou locale (Cohen et al, 2009) d’étanercept chez des patients atteints de

sciatalgies.

b. Tlaitement parlinfliximab (Remicade®)

Linfliximab est ndiqué dans le traitement de la polyarthrite thumatoide et de la
maladie de Crohn. C’est un anticorps monoclonal chimérque (humain-murn)
capable de se fixera la forme soluble et membranaire du TNFa et ainsi d'inhiber son
activitt. Ladministration d’infliximab supprme Tlallodynie mécanique dans un
modeéle de neuropathie diabétique et cet effet est associé a une diminution de
Fexpression du INFo dans les DRG (Yamakawa etal, 2011). Une étude pilote menée
sur 10 patients atteints de sciatalgies démontre qu’une administration systé mique
d’infliximab soulage significativement les patients (Karppinen et al, 2003) et I'effet
reste présentjusqu'a 1anaprsle débutdu traitement (Korhonen etal., 2004).
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c.lesinhibiteurs gliaux:wle desphosphodiestérases?

Ia propentofyllline est une méthylxanthine connue pour avoir un effet inhibite ur
surles cellules gliales et modulateur de Tactivité des phosphodiestérases. Son effet
anti-INFO a tout d’abord été mis en évidence in vitro sur des cultures de cellules
glales (Sietal, 1998) puisin vivo dans plusieurs modeéles de douleurs neuropathiques
(Sweitzeret al, 2001). LAV411, connu sous le nom d’ibudilast, e st un inhib ite ur non-
sélectif de phosphodiestérases développé a lorngine pour le traitement de
pathologies respiratoires. Ies données précliniques démontrent que libudiast est
capable de diminuerTactivité glale et la synthese de cytokines pro-inflammatoires
sous-tendant Fappartion de Tallodynie mécanique dans un modele de douleur

neurm pathique (Iedeboeretal, 2006).
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V. Role des phosphodiestérases dans le traitement de la douleur

A. Nomenclature, struc ture et distribution des phosphodiestérases

Ia signalisation intracellulaire liée aux nucléotides cycliques fait férence a
Factivation et la synthése d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et de
guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Ces molécules jouent le role de
messagers intracellulaires et activent un nombre important d’effecteurs secondaires
responsablesde la transduction de 'information. Parmiceseffecteurson retrouve les
protéines kinases A (PKA) et G (PKG) directement activées parI’ AMPc et le GMPc,
les canaux ioniques activés par les nucléotides cycliques (cyclic-nucleotide gated
ion channel-CNG), les protéines d’échange activées parT AMPc (EPAC1 et EPAC2)
et enfin des enzymes de la famille des phosphodiestérases (PDE) c ontenant un site

de liaison desnucléotides cycliques.

1. Nomenclature

En 1958, un groupe de chercheurs met en évidence une activité enzyma tique
responsable de 'hydmwlyse de la liaison phosphodiester 3’5’ de TAMPc formant le
5°‘AMPettraduisantlactivité des phosphodiestérases (Ralland Suthedand, 1958). 1a
famile des phosphodiestérases (PDE) de nucléotides cycliques comporte 11
membres (PDElL-11). IIs se distinguent par leurs fonctions cellulaires, le urs struc tures
prmaires, leur affinitt pour TAMPc ou le GMPc ainsi que par leurs propriétés
catalytigues (Conti and Beavo, 2007). Ia majorté des familes de PDE peuvent
contenir plusieurs isoformes codées pardes génes différents, générant ainsi plus de
100 isoenzymes par des mécanismes d’épissages altematifs. Ia diversité des PDE a
incité la mise en place d’une nomenclature unique pouvant étre utilis€e par
lensemble de la communauté scientifique. Ainsi, si nous prenons lexemple de la
PDE4B2, on la définim comme appartenant a la famille des PDE de type 4, codée
par le géne B et provenant du varant d’épissage numér 2 (Lugnier, 2006).
Certaines PDE hydmwlysent sélectivement T AMPc (PDE4, PDE7 et PDES) ou le GMPc
(PDE5, PDES et PDE9) et d’autres peuvent avoir une affinité pour les deux (PDE1,
PDE2, PDE3, PDE10 et PDE11) (Francisetal, 2011).
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2. Struc ture et distribution des phosphodiesté rases

a. Struc ture desphosphodiestérases

Ies différentes familes de PDE présentent une base structurale commune
contenant un domaine catalytique sur sa partie C-terminale et un domaine
régulateur du co6té N-terminal (Lugnier, 2006). Ile domaine catalytique est
hautementconservé etleshomologiesde séquence enacidesaminésvarentde 25
a 51% entre les différentes familes de PDE (Francis et al, 2011). Ce domaine
représente le ce urde la protéine. lcontient une séquence consensus quipermet la
liaison des cofacteurs (Zn%* et Mg2t) régulant les propriétés cinétiques de I'enzyme
ainsi que la sensibilité aux diffé re nts inhibite urs (Keravis and Ingnier, 2012). Ia région
N-terminale est impliquée dans la régulation du domaine catalytigue mais
également dansla localisation subcellulaire des diffé rentes PDE (Houslay, 2010). Les
domaines GAF régulent la liaison allosté ique du GMPc pourles PDE2, PDE5 et PDES
et de TAMPc pour la PDE10. Ce domaine joue également un role dans les
changements de conformation de I'enzyme, role assuré par les domames UCR
(Upstream Conserved Region) pour les PDE4. Enfin, on y trouve des sites de
phosphorylation par la PKA ou les MAPK ainsi qu'un site de liaison du complexe
calcium-c almoduline kinase pourla PDE1 (Figure F6).

b. Distribution des phosphodiestérases

D’une maniere générale, les PDEse distrbuent largement dansle systée me nerve ux
central et périphérique (Iakics et al, 2010). leur différence struc turale c onditionne
une localisation subcellulaire spécifique a chaque famile de PDE En effet, des
études menées sur le systtme cardio-vasculairr démontrent que les PDE4 sont
préférentiellement associées au sarcolemme (Okruhlicova et al, 1996), les PDE3 au
réticulum sarcosplasmique (Ilugnier et al, 1993) et les PDE2 a Tappareil de Golgi
(Geoffroy et al, 1999). Bien qu’elles soient distrbuées de maniére ubiquitaire notons
que certains types cellulaires peuvent exprimer une seule famile de PDE Cela
conceme notamment les photorécepteurs ou la PDE6 est exclusive ment exprimée
dans les cones et les baAtonnets de la rétine, jouant un rwle prmordial dans

I'hydrolyse du GMPc etla phototransduc tion (Keravis and Lugnier, 2012).
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Figure 1-6. Structure des 11 familles de phosphodiestérases (PDE). La famille de PDE est
indiquée a droite de chaque structure et le chiffre entre parenthéses correspond au nombre de
génes 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: CamKIll, Calcium/calmodulin-dependent
protein kinase II; CaM, Calmodulin; cG, cGMP; ERK2, Extracellular signal-regulated kinase 2;
GAF, cGMP-activated PDEs; PAS, Period, aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator; py,
PDE vy subunit; PKA, Protein kinase A; PKB, Protein kinase B; TM, Transmembrane domain of
PDE3; UCR, Upstream conserved region.
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B. Role des PDEdans le traitement de la douleur.

1. Inhibite urs non-sélectifs de PDEet traitement de la douleur

a. HEfficacité de ITAV411 (Ibudilast)

LAV411, connu sous le nom d’ibudilast, est une molécule utilisée en Asie pourle
traitement de lasthme, du fait de ses propriétés anti-inflalmmatoires et vaso-
relaxantes. Cette molécule est considérée comme un inhibiteurnon sélec tif de PDE,
bien que ses propriétés phamacologiques suggéerent une forte affinité pour PDE3 et
PDE4 (Suzumura et al, 1999; Gibson et al, 2006). Lefficacité d’un traitement
prolongé par I'ibudilast a été démontrée dans 3 modeles différents de douleur
neuropathique d’orgine traumatique ou cancéreuse (Iedeboer et al, 2006). Les
données in vitro suggeérent que cet effet est ié a4 une mhibition de la synthése du
TNFa et de MCP-1 parles cellules microglales (Iedeboer et al, 2006). Une étude
menée chez des volontaires sains démontre qu'un traitement a Tibudiast d’une
durée de 14 jours est bien toléré chezles patients et les effets indésirables semblent
peu frtquents (Rolan et al, 2008). Ces résultats encourageants doivent mainte nant
étre confirmés parlévaluation cliniue de l'ibudilast chez des patients atteints de

douleurneuropathique.

b. Efficacité des méthylxanthines

Ia propentofyline (PPF) et la pentoxifyline (PIX) appartiennent a la famille des
mé thylxanthines connues pourleurs propriétés modulatrices de Tactivité gliale, ainsi
que pour leur capacité a inhiber Iactivité des PDE (Sweitzer and De Ieo, 2011)).
Dans un modele de douleur nflammatoire induit par I'injection de formaline,
lFadministration locale de PIX et de PPF réduit les symptomes douloureux, effet qui
semble comélé a une diminution de la synthése de INFao (Dorazil-Dudzik et al, 2004).
Dans un modeéle de douleur neurpathique ladministration systémique et
intrathécale de PPF atténue l'allodynie neuropathique et cet effet coincide avec
une diminution de Tactivité microglale dansla moelle épiniere (Sweitzeret al, 2001;
Tawfik et al, 2007). Ies résultats obtenus avec la PIX semblent aller dans le méme
sens. En effet, dans un modele de ligature des nerfs spinaux, un traitement prolongé
parle PIXatté nue Fallodynie mécanique et Thyperalgésie thermique etceteffetest

lié a une diminution de Iexpression du facteur de transcrption NF-kB (Liu et al,
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2007a). Enfin, une étude de cas menée fin des années 80 avait déja démontré
lefficacité d’un traitement par la PIX chez un patient atteint de douleur
neuropathique d’origine diabétique (Kalmansohn et al, 1988).

Ia majorité des données de la littérature concemant le le des PDE dans le
traitement de la douleurse sontfocalisées surles PDEsde type 4 et 5 (PDE4 et PDE5).
Pourla plupart desétudes, le role respectif des PDE4 et PDE5 a été étudié en utilisant
des inhibiteurs sélectifs de ces enzymes. En effet, le sildénafi (iPDE5) et le olipram
(iPDE4) constituent les molécules de référence utilisées dans le domaine de la
recherc he préclinique surla douleur. Dansla suite du propos, nous traiterons dans un
premier temps du role des PDE5 dans le traitement de la douleur infammatoire et
neuropathique, puis nous évoquerons le role de la PDE4 et de la signalisation AMPc

dansle traitementde cesdouleurs.

2. Role des PDE5 dans le traitementde la douleur

a.Monoxyde d’azote, PDE5 et GMP c yc lique

Ie monoxyde d’azote (NO) est un composé radicalaire et un neuromédiateur
gazeux diffusant ibrement a travers les membranes cellulaires (Meller and Gebhart,
1993). 1 possede une demivie de quelques secondes et son action est limitée surla
distance qu’il peut parcourrdurant ce lapsde temps. Le NO est synthétisé a partir
de Lrarginine par 3 types de NO synthases (NOS), regrmoupant la NOS neuronale
(nNOS) et endothéliale (eNOS), qui sont dépendantes du complexe calcium-
calmoduline, etla NOSinductible (iNOS) faiblement exprimée en condition nommale
et indépendante du calcium intracellulaire. Daugmentation de la synthése de
GMPc intracellulaire résulte de I'activation de la guanylate cyclase soluble (GCs) par
le NO (Meler and Gebhart, 1993). Ie guanosine monophosphate cyclique (GMPc)
produit est ensuite hydrolysé parles PDEEGMPc dépendantes en 5 GMP. Au niveau
cellulaire le s PDES, PDE9 et PDE5 hydrolysent sélec tive mentle GMPc (Beavo, 1995).

b. Inhibiteurs de PDE5 et douleurinflamma to ire
Ia majorité des études réalisées surdes modeéles de douleur aigué ou c hronique
ont utilisé le sildénafil (Viagra®), connu pour étre un inhibiteur sélectif de la PDE5
(Turko et al, 1999). Son effet antinociceptifa été misen évidence dansdesmodeles

de douleurs nflammatoires somatiques (Jan et al, 2001; Araiza-Saldana et al, 2005)
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etviscérales (Vale et al, 2007; Bezema et al, 2008). En effet, I'inje c tion systé mique de
sidénafil atté nue 'hyperalgésie thermique induite par!ladministration intraplantaire
de camagénine etceteffet semble dépendantde Factivation de la voie NO-GMPc
(Jain et al, 2001; Patil et al, 2004). D’ autres études ont ensuite mis en évidence
leffet antinociceptif d’une administration intrathécale (Araiza-Saldana et al, 2005)
et ntraplantaire (Ambriz-Tututi et al, 2005) de sildénafil. Que ce soit au niveau du
systeme nerveux central ou périphérique, i semble que leffet antinociceptif du
sidénafil nécessite le recrutement de la voie NO-GMPc ainsi que Tactivation de
canaux potassium dépendants de I ATP (Ambrz-Tututi et al, 2005). No tons toutefois
qu'une administration de 8-bromo GMPc (analogue non hydmwlysable du GMPc)
peut induire des effets anti- ou pro-nociceptifs en fonction des doses utilisées

(kgederetal, 2002).

¢ . Inhibite urs de PDE5 et do ule urne uro p a thique

En 2010, une étude de Huang et al démontre que ladministration aigué
systé mique de sidénafilbloque 'allodynie mécanique dans une modele de ligature
des nerfs spinaux, effet qui savere étre dépendant de I'activation des récepteurs
GABAa et GABAb (Huang et al, 2010a). Dans un modeéle de neuropathie
diabétique, les auteurs ont mis en évidence une surexpression de la PDE5 dans les
cellules de Schwann associée a4 une diminution de l'expression de la PKG. Un
traitement prolongé parle sildénafi soulage I'allodynie neuropathique et cet effet
estcomélé a la diminution d’activité de la PDE5 dansle DRG (Wang et al, 2011a). A
I'inverse, une autre étude démontre que Fadministration intrathécale d’une forte
dose de sildénafl aggrave les signes d’hyperalgésie observés chez les animaux
neuropathiques. Par ailleurs, dans cette méme étude, un prétraitement par des
inhibiteurs de GCsetde NOSbloque leffet pro-algique du sildénafi, suggérant une
implication de la voie NO-GMPc (Patiletal, 2006).

d.Ia voie NO-GMPc : douleuret analgésie
Ie NO joue un mle prépondérant dans la modulation et la transmission de
Iinformation nociceptive. Dans le systtme nereux central et périphérique, de
nombreuses donnéessuggerent que 'administration d’inhibiteurs de NOSatténnue les
symptomes douloureux dans des modeles de douleurs inflaimmatoire et

neuropathique (Melleret al, 1992; Yoon et al, 1998; Chacuret al, 2010). De plus,

51



Fadministration de donneurs de NO ou d’analogues du GMPc provoque des
comportements d’hyperalgésie chezlesanimaux (Kitto et al, 1992; Machelska et al,
1998; Naik et al, 2006; Song et al, 2006). Néanmoins, de plus en plus d’études
révelent que le NO poumait avoir des propriétés antinociceptives. En effet, des
données suggerent 'implication de la voie NO-GMPc dans leffet analgésique
d’agonistes des MOR, DOR et KOR (Granados-Soto et al, 1997; Nozaki-Thguchi and
Yamamoto, 1998; Amarante and Duarte, 2002), des gabapentinoides, ainsique des
inhibiteurs de PDE(Mixcoatl-Zecuatletal, 2000; Vale et al, 2007). Auvudesdonnées
présentées ici, il parait évident que le NO possede une double action dans la
modulation etla transmission de 'information nociceptive. Cette activité pro ou anti-
nociceptive du NO serait dépendante du stimulus nociceptif test¢é (mécanique ou
thermmique) (Anbar and Gratt, 1997; Sousa and Prado, 2001) mais également de Ia
dose utilisée (Sousa and Prado, 2001; Prado et al, 2002). Enfin, les données
moléculaires suggerent que leffet antinociceptif d’un analogue du GMPc serait
indépendant de Tactivation de la protéine kinase G. A Tinverse, I'administration
locale de fortes doses de GMPc conduit & une activation de la PKG phénomeéne

semblantconélé a Tapparition de Fhyperalgésie (Schmidtko et al, 2009).

e.IPDE5 et syste me opioidergique

En 1976, une premiere étude in vitro démontre que lapplication exogéne de
morphine induit une augmentation de la production de GMPc danslesneurones du
stria tum (Minneman and ersen, 1976). Iles études menéesin vivo ont c onfirmé c e tte
observation. En effet, faction analgésique de la morphine nécessite le recrutement
de la voie NO-GMP etcela a pu étre observé en condition normale (Ferreira et al,
1991) et pathologique (Hervera et al, 2011). Par ailleurs, I'effet analgésique d’un
agoniste DOR et KOR semble également dépendant de la production de GMPc
(Nozaki-Taguchi and Yamamoto, 1998; Amarante and Duarte, 2002). En outre, des
données suggerent que la stimulation de la voie NO-GMPc potentialise leffet
analgésique de la morphine (Pataki and Telegdy, 1998; MixcoatlZecuatl et al,
2000), phénomeéne quipoumait Sexpliquer parune lbération de peptides opioides.
Enfin, 1 semblerait que leffet antinociceptif d’un iPDE5 soit dépendant de
lactivation des DOR et des MOR mais pasdes KOR (Yoon et al, 2008a). Au vu des
données présentées, Iexistence d’un lien entre la voie NO-GMPc et le systeme

opioidergique ne fait plus de doute et la communication entre les deux systéemes
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semble étre bi-directionnelle. En effet, si faction analgésique de la morphine est
dépendante de la production intracellulaire de NO, des donnéestendent a montrer
que leffet analgésique lié a la stimulation de la voie NO-GMPc nécessite le

recrutementdesrécepteursdesopioides (Cury et al, 2011).

3. Role des PDE4 dans le traitementde la douleur

a. Structure, distribution et compartimentalisation du signal AMPc

i Struc ture de s PDE4

Ies PDE4 sont également appelées PDE sélectives de TIAMPc et sont
principalement présentes dans le systtme nerveux, les cellules immunitaires et le
systeme cardiovasculaire. Ies PDE4 sont insensibles au GMPc et hydrlysent
sélectivement T AMPc (Ki = 2-4 uM) (Iugnieret al, 1986). les PDF4 sont codéespar4
génes indépendants A, B C et D générant plus d’une vingtaine d’isoformes
différentes pardes mécanismes d’épissages altematifs (lugnier, 2006). Au niveau N-
terminal, on trouve des domaines caractéristiues des PDE4 appelés « Upstream
Conserved Regions ou UCR». Parmices différentes isoformes, on peut distinguerles
formes «longues», contenant a la fois les domaines UCR1 et UCR2, les formes
«courtes », contenant uniquement un domaine UCR2, etles formes « supercourtes »
contenant seulement une partie de UCR2 (forme tronquée). Ies domaines UCR
contiennent des sites de phosphorylation par les PKA et les MAPK jouant un role
prmordial dans Tactivité de 'enzyme. De plus, dansle cas d’un varant d’épissage
dit de forme «longue » les domaines UCR1 et UCR2 sont impliqués dans la
dimérisation de 'enzyme, mécanisme dépendant de la phosphorylation parla PKA
(Ric hterand Conti, 2004) (Figure I-7).

ii. Distrib ution d e s PDE4
Une étude récente a porté surlexpression de 18 desisoformes diffé rentes de PDE
en utiisant une approche de PCR quantitative (Lakics et al, 2010). Ia PDE4AB est le
sous-type le plus exprimé dans le systtme nerveux central En effet, celle-ci est
fortement exprimée au niveau spinal et supraspinal (hypothalamus, cervelet,
thalamus et substance noire). Ia PDE4AD est 10 fois moins exprimée que la PDE4AB

dans le systtme nereux. Son expression est majortairement localisée dans les
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* PDE4A: 6 isoformes
* PDE4B:5 isoformes
* PDEA4C: 3 isoformes
« PDE4D: 11 isoformes Isoforme super courte

) a9

Isoforme courte

- D

Isoforme longue

exon UCR1 UCR2 Domaine
N-term. catalytique

Figure I-7. Structure des différentes isoformes de PDE4. Quatre génes codent pour 4
sous-types différents de PDE4 que I'on nomme PDE4A, B, C et D. Chacune des isoformes
contient un domaine catalytique (en violet) nécessaire a I'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 a la dimérisation de I'enzyme in vivo. En effet, les
formes super courtes possédent une région UCR2 tronquée (en bleu), les formes courtes
contiennent une région UCR2 compléte alors que les formes longues possedent 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 tures périphériques, comme la glande thyroide,le cce ur, lespoumonsoule foie.
D’une maniere générale, les PDF4A et C sont faiblement exprimées dans le syste me
neweux central et pérphérique. Enfin, pourles PDE4B et PDE4D, on note une faible
expression dans le systtme nerveux périphérique et plus particuliérement dans les

DRG (Iakicsetal, 2010).

iii. Compartimentalisation du signal AMPc

Ia notion de compartimentalisation de la signalisation AMPc a été suggérée pour
la premiere fois au début des années 1980, en étudiant les conséquences
fonctionnelles d'une stimulation des récepteurs B-adrénergiques sur des c ultures de
cardiomyocytes (Brunton et al, 1981). Ia découverte de lexistence de protéines
d’ancrage au PKA (A-Kinase Anchored Protein ou AKAP) a permis de confimer
lexistence potentielle d’un mécanisme de compartimentalisation du signal AMPc.
Cette compartimentalisation sétablit grice a la formation de signalosomes
intracellulaires (Mc Cahill et al, 2008) (Figure I-8). Au sein de ces signalosomes on
trouve deseffecteurs secondaimes (PKA, EPAC, PKG) associés a un ou plusie urs sous-
types de PDE ainsiqu’a d’autres protéines d’échafaudage (AKAP, P-amestine). Ies
protéines AKAP ont une double action: elles permettent d’une part adressage
subcellulaire des PKA a proximité des sites de phosphorylation, et forment d’autre
part des macmcomplexes intracellulaires contenant un ou plusieurs sous-types de
PDE 1Ia distrbution subcellulairr des complexes AKAP/PDEPKA permmet une
régulation fine desgradientsde nucléotidescycliques (Maurice et al, 2014). Dans un
modeéle i vitro, les auteurs ont mis en exergue lexistence d’un macrmcomplexe
associant une protéine AKAP, PKA, PDE4D3 ainsique ERK5 (Dodge-Kafka etal, 2005).
De maniere intéressante, la sensbilité aux varations de concentrations
mtracellulaires d’AMPc est différente pourchacune des protéines du complexe. En
effet, la PKA sensible & desvarationsde Fordre du nanomolaire s'active en premier
et induit une phosphorylation de la PDEAD3. Ia phosphorylation de la PDE4AD3 parla
PKA augmente son activitt catalytique alors que la phosphorylation par ERKb
diminue son activité. Ainsi, la phosphorylation de la PDE4AD3 par la PKA induit le
recrutement d’une protéine Rapl pemettant une diminution de la phosphorylation
parERK Ies mécanismes de transacivation observés entre les différentes protéines

du complexe permettent la mise en place d’un rétrocontrole négatif €gulant les
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membrane plasmique

A

AKAP18

AQP2
PDE4D3/9

XAP2

PDE4DA5

-AR@ b
B, AC

PDE4D5

PDE4D3/9

PDE4D3/9

PDE4B

RACK1
PDE4D3

myomeégaline ]

PDE4D3/4
AKAP450 ]

ERKS AKAP100

PDE4D3
EPAC

(d'aprés McCabhill et al., 2008)

Figure 1-8. Compartimentalisation du signal AMPc et interactome PDE4. Chaque
sous-type de PDE4 (en orange) est associé a une protéine intracellulaire. L’activation de
voies de signalisation entraine le recrutement de ces complexes protéiques permettant
I’hydrolyse de '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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varnations de concentrations d’AMPc au sein de microdomaines cytoplasmiques

(Dodge-Kafka etal, 2005).

b. Efficacité des inhibiteurs de PDE4 (iPDE4) dans le traitement de la

douleur

i. iPDE4 et douleur inflammatoire

Lefficacité d’un traitement par iPDE4 a été soulignée dans des modeles de
douleursinflammatoires somatique (Pierettietal, 2006) et viscérale (Keshavarzian et
al, 2007). Des données suggérent que leffet pro- ou antinociceptif dépend de la
voie d’administration utilisée. En effet une injection intraplantaire de rolipram (iPDE4)
potentialise action hyperalgésique d’une I'injection de formaline (Tbrres-lopez et
al, 2002), de prostaglandine E2 (Ouseph et al, 1995) et de camagénine (Cunha et
al, 1999). A I'inverse, ladministration intrathécale de mlipram ou d’analogue de
ITAMPc a un effet antinociceptif (Dolan and Nolan, 2001; Tbrres-Iopez et al, 2002).
Dans un modeéle de douleur infammatoire chronique, une étude a démontré
gu’une administration parvoie orale d’un iPDE4, le olipram, atté nue 'hyperalgésie
chez les animaux arthritiques et cet effet semble comélé 4 une diminution de la
production de TNFa (Francischi et al, 2000). Des données obtenues in vitro a partir
de cultures de membranes synoviales de patients atteints de polyarthrite
thumatoide, démontrent que Taprémiast (iIPDE4) inhibe de maniere dose-
dépendante la production de INFa (McCann et al, 2010). Au niveau histolo gique,
ceteffet se traduit parune diminution de 'hyperplasie synoviale,du dépot de fibrine
ainsi que d’une réduction de la destruction du cartilage en comparaison aux
animaux non traités (McCann et al, 2010). Plus cemment, Iefficacité d’un
traitement prolongé par laprémiast a été mise en évidence chez des patients

atteints de spondylarthrite ankylosante (Pathanetal, 2013).

ii. IPDE4 et d o ule ur ne uro p a thique
Lefficacité des iPDE4 dans le traitement de la douleur neurwpathique reste
encore tres peu documentée. Une étude récente a mis en évidence qu’un
traitement prolongé parle mlipram atté nue significativement I'allodynie méc anique
dans un modeéle de douleur neurpathique pérnphérigue (Km et al, 2011a).

Lefficacité du mlipram a également été mise en évidence dans un modele de
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douleur neuropathique d’'origine centrale. En effet, une administration aigué de
rolipram induit un effet antiallodynique dans un modele de Iésion de la moelle
épiniere. De surcroit, I'effet thérapeutique observé semble corrélé a une diminution
du recrutement de neutrophiles et de macrophages au site de Iésion (Bao et al.,
2011). Les lésions des voies sensitives médullaires induisent une surexpression de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa et l'interleukine-13 (Yakovlev and
Faden, 1994; Streit et al., 1998) qui modulent I'activité 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 épiniere,
mécanisme lié a I'action du TNFa sur ces cellules (Ghosh et al., 2012). Il semble que
I'activation du TNFR situé sur les cellules microgliales provoque une diminution de la
synthese d'AMPc. Cet effet est lié a une augmentation de I'activité catalytique de
la PDE4B participant ainsi au mécanisme de rétrocontrdle positif responsable de la

synthese de cytokines pro-inflammatoires.

c. PDE4, récepteurs B2 adrénergiques et effet anti-TNFa
Des données suggerent que la noradrénaline est capable de moduler I'expression
de médiateurs inflammatoires dans les cellules gliales (Feinstein et al., 2002; Dello
Russo et al., 2004). Certains des effets observés seraient associés a une
augmentation de la production d’AMPc liée & la stimulation des récepteurs B-
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
récepteurs B-adrénergiques inhibent la production de TNFa et stimulent la synthese
de I'lL-10 (Farmer and Pugin, 2000). Le réle de la signalisation AMPc dans I'activité
antfi-inflammatoire des catécholamines et des PB-agonistes, est conforté par les
données démontrant que Il'inhibition pharmacologique de la PDE4 possede une
action immunomodulatrice (Francischi et al., 2000; McCann et al., 2010). Le
récepteur B2 adrénergique est un récepteur couplé a une protéine G stimulatrice de
I'adénylate cyclase. L'activation de I'adénylate cyclase induit une production
locale d’AMPc aboutissant au recrutement de la PKA. De récentes études menées
sur des cultures de cardiomyocytes ont établi que la stimulation du récepteur B2
adrénergique entraine le recrutement d'un complexe protéique constitué de la B-
arrestine et de la PDE4D5. Celui-ci permet une hydrolyse locale de I'AMPc,

participant ainsi au mécanisme de rétrocontréle négatif (Richter et al., 2008). Sur des
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cultures primaires d’astroc ytes, des auteursont misen évidence que Ieffet anti-TINFa
d’un agoniste des récepteurs B-adrénergiques est potentialisé parun iPDE4 mais pas
parun iPDE3 (Christiansen et al, 2011). Dansun modeéle de douleurneur pathique, i
a précédemment été montré que leffet antiallodynique des antidépresseurs
nécessite le recrutement des €cepteurs Pe-adrénergiques (Yalen et al, 2009b). De
plus, leur seule stimulation suffit & obtenirun effet thérapeutique (ChoucairJaafaret
al, 2009). Parconséquent, les inhibiteurs de PDE4, en limitant Thydrolyse de T AMPc
et en renforgcant les voies de signalisation mises en jeu au travers de ce second
messager, pourraient peut-étre présenterdes effets similaires 4 ceux induits lors d’un

traitement parPz agonistes ou parantidé pre sse ur.
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Les travaux antérieures de notre équipe ont montré que I'effet antiallodynique
des antidépresseurs nécessite le recrutement des récepteurs Rz2-adrénergiques. De
plus, la seule stimulation de ces récepteurs suffit pour obtenir un effet thérapeutique.
La sfimulation des recepteurs p2-adrénergiques entraine la production d’AMPc, dont
la concentration intracellulaire est étroitement régulée par les PDE4. L'utilisation
d’'inhibiteurs pharmacologiques de ces enzymes pourraient éventuellement avoir un
effet anfiallodynique similaire a celui observé lors d'un traitement par les
antidépresseurs ou les p2-agonistes. Cette thése a été en grande partie consacrée a

I'étude de I'effet des iPDE dans le traitement de la douleur neuropathique.

La 1¢re partie des résultats décrit le modéle de neuropathie utilisé permettant ainsi
sa mise en ceuvre par d'autres groupes de recherche. Pour atteindre cet objectif, un
article a été consacré a la revue de la littérature concernant le modele du Cuff ainsi
qu'au tournage d’'une vidéo décrivant la procédure de chirurgie et le déroulement

des tests nociceptifs utilisés.

La 2éme partie des résultats est consacrée a I'étude de I'effet des iPDE dans le
traitement de la douleur neuropathique. Nous avons utilis€é une approche de
pharmacologie comportementale permettant de metire en évidence |'effet
antiallodynique d'un traitement prolongé par différents iPDE. Ces expériences de
criblage pharmacologique ont ensuite été complétées par des études de dose-

réponse pour |'effet antiallodynique d’'un iPDE4 et d'un iPDES5.

La 3¢me partie des résultats a porté sur le réle du systéme opioidergique endogéne
dans les effets thérapeutique d’'un traitement par antidépresseurs, R2-agonistes ou
par les iPDE. Pour cela, un traitement au long cours par un antidépresseur, un P2-
agoniste, un iPDE4 ou un iPDE5S a été effectué chez des animaux neuropathiques.
Par une approche pharmacologique utilisant des antagonistes des différents
récepteurs opioides nous avons évalué le réle respectif de ces récepteurs dans les
effets thérapeutique observés. Les résultats issus de ces expériences ont ensuite été
confirmés par I'utilisation d’animaux déficients pour les différents récepteurs des
opioides chez lesquels I'effet antiallodynique d'un fraitement prolongé par les

antidépresseurs, les P2-agonistes ou les iPDE a été évalué.
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Ia 4%=me partie concerne le rdéle du TNFa dans l'effet antiallodynique des
antidépresseurs, des Pz-agonistes et des iPDFA. Nous avons procédé a une analyse
moléculaire parla technique de Westem Blot, ce qui nous 4 permis de mesurer
Fexpression du INFa dans les DRG issus d’animaux neuropathiques ainsi que chez

des animaux traités par un antidépresseur, un Pz-agoniste ou un iPDE4.

Ia 5°me partie est dédiée a la compréhension du mécanisme d’action des iPDE4
dans le traitement de la douleur neuropathique. Pour cela, nous avons utilisé une
approche d’imagere calcium ex vivo sur des cultures de DRG dissociés. Cette
approche nousa pemisd’identifierle(s) type(s) cellulaire (s) impliqué(s) danslaction
thérapeutique desiPDE De plus, une étude de dose-réponse a pemisde déteminer
la sensbilité des neurones et des cellules non-neuronales a un iPDE4. Cette
approche nous a ensuite permis d’'évaluer le role des récepteurs Pe-adrénergiqueset
de déteminerlorigine du calcium mis en jeu dans ces réponses. Enfin, nous avons

étudié 'implication durécepteurTRPV1 danslesréponsesneuronalesa un iPDE4.

64



Méthodesgénémles

65



66



I. Animaux

L'animalerie est agrée par les services vétérinaires pour I'hébergement et
I'expérimentation animale (N° d'agrément Cé7-482-1). Toutes les procédures sont
réalisées en accord avec le guide de I'expérimentation animale de [I'lASP

(International Association for the Study of Pain).

A. Animaux C57BL/éJ

Des souris males C57BL/6J (Charles River) dgées de 6 a 8 semaines en début
d'expérience sont Uutilisées afin d'évaluer I'impact des iPDE sur I'allodynie
neuropathique. Les animaux sont repartis en cages de 5 individus, soumis a des
cycles lumiere/obscurité de 12 heures, nourriture et eau disponibles ad libitum. Le

poids des souris est contrélé chaque semaine.

B. Animaux déficients pour les récepteurs p2-adrénergiques (p2-AR)

Une lignée de souris déficientes pour les récepteurs RBz2-adrénergiques nous a été
fournie par I'équipe de Professeur Lutz Hein (IPTCE, Fribourg). La création de cefte
lignée a été décrite précédemment (Rohrer et al., 1998). Les souris des expériences
sont obtenues par croisement d’hétérozygotes. Les expériences sont réalisées sur des
souris déficientes pour les récepteurs Pz-adrénergiques et des souris sauvages de
mémes portées. Les animaux étaient répartis en cage de 3 a 5 individus, soumis &
des cycles lumiere/obscurité de 12 heures, nourriture et eau disponibles ad libitum.
Le poids des souris est contrélé chaque semaine. Les expériences ont démarré apres

une période d'habituation aux locaux et aux tests de 2 semaines.

C. Animaux déficients pour les récepteurs Mu, Delta et Kappa (MOR, DOR, KOR)

des opioides
Les lignées de souris déficientes pour les MOR, DOR et KOR nous ont été fournies par
I'équipe du Professeur Brigitte Kieffer (IGBMC, llkirch). La génération des souris
déficientes pour les MOR, DOR et KOR & 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 obtenues par croisement d’hétérozygotes et génotypées
au sevrage. Les expériences sont menées sur des souris mdles adultes déficientes
pour les MOR (Oprm1+), les DOR (Oprd1-), les KOR (Oprkl1+) et les souris sauvages

de méme portée. L'ensemble des animaux est réparti en cages de 3 a 5 individus et
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les expériences ont démamé apres une période d’habituation aux locaux de 2

semaines.

IL. Modeéele de douleurneuropathique et évaluation de Pallodynie mé c anique

Ia description précise du modeéle de douleurneuro pathique utilisé a donné lieu a
une publication en collaboration dans la revue JoVE (Joumal of Visualized
Experment). Ia neuropathie se traduit chez les animaux par 'appantion d’une
allodynie mécanique statique et ipsilatérale a la lésion. Lallodynie neuropathique
est évaluée en utilisant le test des flaments de von Frey. Ia procédure de test
nociceptif et de chirurgie seront détailées dans le Chapitre 1 des Résultats et sont
disponibles en ligne sous forme de vidéo (http://www.jove.com/video/51608/the-

sciatic -nerve -c uffing-model-of-neuro pathic-pain-in-mice).

IIL. Procédures de traitement

A. Tiaitement parles inhibite urs de phosphodiesté rases (iPDE)

IesiPDEsont mis en suspension dans un solvant contenant de la méthylcellulose a
1% et de Téthanol a 5%. Ce solvant a également servi de solution controle. Les
molécules sont administrfées par voie intrapéritonéale (ip.) dans un volume de 5
ml/kg représentant de 0,1 a4 0,15 mLselon le poids de 'animal Nous avons évalué
leffetd’un traitement prolongé parlesiPDEsurlallodynie méc anique consécutive a
la neuropathie. Des tests sont réalisés jusqu'a 2 semaines apres la chirurgie afin de
vérfier le développement d’un allodynie mécanique statique ipsilatérale. lLes
traitements débutent 15 jours apres la chirurgie et sont maintenus sur une durée
minimum de 3 semaines. Pour 'ensemble des iPDE des injections biquotidiennes
(matin et soir) ont été réalisées. les tests sont effectués le matin avant la premiere
injection, afin de détemminerfimpactd’un traitement c hronique parlesiPDE Enfin, la
mesure du seuil sensibilité mécanique est poursuivie pendant toute la durde du
traitement avec une fréquence de 2 a 3 tests par semaine. Notons également
gu’'une mesure de l'effet antalgique aigu de certains iPDEa été effectuée. Dansce
cas,un pré-testconmespondanta la ligne de base est éalisé puis une me sure du se uil
de sensibilité mécanique est effectuée sur une dure de 90 minutes post-injec tion

(p o st-te st).
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B. Traitement par les B2-agonistes

Les B2 mimétiques sont dissous dans une solution de NaCl 0,9% qui a également
servi de solution contréle. La terbutaline (0,5 mg/kg) est administrée de maniere
infrapéritonéale (i.p.), matin et soir sur une période de 3 semaines. Les procédures de

tests sont les mémes que celles décrites dans la section lIlLA.

C. Traitement par les antagonistes des récepteurs des opioides

Afin de mesurer I'implication du systéme opioidergique sur le traitement par les
iPDE, une administration aigué d'antagonistes des récepteurs des opioides a été
réalisée. En effet, les animaux « Cuff » ayant subi un traitement prolongé par iPDE
sont soumis G une injection aigué d’'antagonistes des MOR: la naloxonazine
(20 mg/kg) ; des DOR : la naltrindole (5 mg/kg) ; et des KOR : la norbinaltorphimine
(5 mg/kg). De plus, une administration d'un antagoniste des récepteurs des opioides
ne passant pas la barriere hématoencéphalique (naloxone méthiodide) est
effectuée apres 3 semaines de traitement par les iPDE. L'ensemble des injections
d'antagonistes est réalisé par voie sous-cutanée (s.c.) et I'effet de ces traitements

est mesuré avec le test des flaments de von Frey.

IV. Immunoblot

A. Prélevement

A la fin de la période de traitement, des prélevements des ganglions rachidiens
on été effectués chez des animaux neuropathiques « Cuffy traités par iPDE, PR2-
mimeétiques 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 afin d'isoler les ganglions

rachidiens. Ceux-ci sont conservés a -80°C.

B. Extraction et dosage des protéines
Les ganglions rachidiens sont prélevés et mélangés a 150 yL de tampon de lyse (20
MM de Tris pH 7,5; 150 mM de NaCl; 10% de glycérol; 1% de NP40 ; inhibiteurs de
protéases sans EDTA, Roche). Les tissus sont broyés & [I'aide d'un potter,
homogénéisés par sonication (3 fois 15 secondes) et centrifugés (12000 g, 4°C

pendant 10 minutes). Le surnageant (100 ulL) est utilisé pour le dosage protéique
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réalisé avec le kit DC Protein Assay (BioRad). Apres ajustement de la concentration

protéique de tousles échantillons, ceux-cisontconservésa -20°C.

C. Migration et transfert des protéines

Quinze pg de protéines sont déposésdanslespuitsd’un gelde polyacrylamide a
12% (15 a 20 uLparpuits) en présence de sodium dodéc ylsulfate (SDS). Ia migration
parélectrophorese est effectuée dans un tampon de migration (250 mM Tis Base,
192 mM Glycine pH8,3) en présence de 0,1 % de SDSpendant 1 heure. Ie gelest
ensuite déposé surune membrane de fluorure de polyvinyldeéne, PVDF, (Immobilon,
transfermembranes, Millipore, IPVH00010) etle transfert desprotéinesest éalisé dans
un tampon de transfert, sous agitation a 4°C, avec application d’un courant
électrique (1 heure, 100V). Une saturation des sites aspécifiques est effectuée a
laide d’un agent bloquant (ECL Blocking Agent, Advance Westem Blotting
Detection System Kit). les membranes sont ensuite incubées une nuit a 4°C en
présence d’anticorps primaires dirigés c ontre la tubuline (Santac ruz, N20, sc-9935) au
1/10000¢me et le TNFa (RD syste ms, AF-410-NA) dilué au 1/500%™e, Apres desrincages
suc c essifs dans une solution de 'TBS (trs-b uffer-saline)-tween a 0,1%, les membranes
sont incubées avec des anticorps secondaires pendant lheure a température
ambiante. Ie couplage desanticompssecondairesa la HRP (horseradish peroxydase)
permet lutilisation d’un systeme de détection par chimioluminescence (ECL
Advance Westem Blotting Detection System Kit, Amersham Biosciences, RPN 2135).
Ia révélation des bandes est effectuée sur un film photographique adapté
(Hyperfim, Amersham Bioscience, RPN 1674K). les bandes obtenues sont ensuite
analysées a laide du logiciel PhotoShop CS3, et le rapport de densité

mTNFa/tubuline estcalculé pourchaque échantilon.

V.Imagerie calcium surdes cultures de ganglions rachidiens

A. Préparation des boites de culture

Nous avons utilisé desboitesde culturesde 35 mm de diameétre dontle fond a été
percé (Dlcm)etremplacé parune lamelle de vemre. Cesboites présentent donc un
puits central & fond de veme ou les cellules seront ensemencées. Ies boites sont
préalablement désinfectées a lalcool 70% et stérnlisées par rayonnement UV

pendant 20 minutes. Apres séchage desboites, un volume de 200 uLd’une solution
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de poly-D-lysine a 0,02 mg/mL mélangé a du tampon borate est déposé sur la

lamelle de verre. Iesboites sont ensuite placéesa I'incubateurpendant 24 heures.

B. Mise en culture

Ies ganglons rachidiens comespondants aux segments lombaires 14, I5 et L6 sont
prélevés chez des sourss adultes neuropathiques «Cuff» et non neuropathiques
«Sham » entre 5 et 8 semaines post-c hirurgie. Une deuxieme dissection est réalisée
sousloupe binocculaire afin de pouvoirséparerles DRG de leursracinescentraleset
périphériques. Ies DRG sont collectés dans un tube falcon de 15 mLcontenant du
PBS (Phosphate Buffer Saline). Une digestion enzymatique des tissus est alors réalisée
en utiisant un mélange de trypsine-EDTA (0,5 g/L, Seromed) etde collagénase 1A (2
mg/ml, Sigma Aldrich) pendant 20 minutes a 37°C. Ie processus de dissociation
enzymatique est interrompu par ajout du milieu de culture MEMa (minimum e sse ntial
medium alpha, Gibco, France) complété avec 10% v/v de sérum de cheval(Gibco)
et 2% v/v d’une solution de pénicilline-streptomycine. Une fois le processus de
dissociation enzymatique terminé, des triturations mécaniques sont effectuées a
laide d’un pipetman afin de réaliser une dissociation mécanique des DRG. Le tube
contenant les DRG est centrifugé a 1200 rpm pendant 10 minutes et le sumageant
est retie. Un volume de 200 pL de MEMQ est ajouté et la suspension cellulaire
obtenue et misen culture. Ies cultures sont disposées a 'incubateura 37°C dansune
atmosphére composée de 95% d’air et 5% de CO2. les expériences d’imagerie

calcium ont été réaliséesentre 18 et 24 heuresapresensemencement.

C.Imagere calcium

1. Ia sonde Fura-2

Ie Fura-2 est une sonde ratiométrique double excitation/mono émission. Cela
signifie que lors de la liaison du calcium a la sonde, on observera d’une part une
varation de son intensité lumineuse et d’autre part un déplacementde son spectre
d’excitation. Lémission de fluorescence du Fura-2 a 515 nm est mesurée en ré ponse
a une excitation a 340 nm (Fs40) puis a 380 nm (F3s0). La liaison du Ca2* a la sonde se
traduit par une augmentation de Fswo comélé a une diminution de Fss. C’est la
mesure du rapport R = F310/F380 qui permet la calcul de [Ca?*]iselon la formule de

Grynkiewicz (Grynkiewicz et al, 1985)[Ca2*]i= Ki. B. (R- Ruin)/ (Rmax—R), ot Ka
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comespond & la constante de dissociation du Ca2+* pour la sonde, R est le rapport
entre Fiso en 'absence de Ca?" et Fss0 en concentration saturante de Ca?*. Rum et
Rmaxreprésententlesvaleursextt mesde Robtenuesrespectivementen absence de
Ca?* eten condition de Ca?* saturantes. Ies constantes Ki, B, Rmin €t Rmax n’ont pas
été déterminées dans notre étude et les résultats présentés comespondent a la

mesure durapport R

2. Protocole d’introduction de la sonde dans les cellules

Les boites de culture sont rincées 2 a 3 fois avec une solution extracellulaire
contenant: 130 mM de NaCl; 5 mM de KCl; 1 mM de CaCl2;1 mM de MgCI2; 10
mM de glucose ; 10 mM d’HEPES a pH 7.3 et qui servira egalement de solution de
perfusion durant toute la durée de lenregistrement. Ies cellules sont ensuite
incubées dans une solution extracellulaire d’un volume de 1 mLcontenant 2 uM de
Fura-2 acétoxyméthyl ester (F1201, Molecular Probes, USA) et 0.001% (v/v) d’acide
pluronique (Molecular Probes) pendant 1 heure a Tobscurnté et a température
ambiante. Enfin les boites de cultures sont rincées 2 a 3 fois a l'aide de la solution

extracellulaire et disposées pourl enre gistre me nt.

3. Acquisitions des images

Ies enregistrements ont été réalisés a4 laide d’un microscope inversé a
épifluorescence (Axiovert 35, Zeiss) équipé d’un objectif X40 a immersion a huile.
Laltemance de Texcitation a 350 et 380 nm se fait grice a lutilisation de fitres
disposés sur une roue porte-fitre a 10 positions (Iambda 10-2, Sutter Instrume nts,
USA). Un controle informatique de la position de la roue aux longueurs d’ondes
d’intérét permet l'acquisition des données. Enfin, les photons émis a une longueur
d’onde supérieura 520 nm sontcaptés parune camera CCD numérique (CoolSnap
HQ, Photometrics). Lacquisition est éalisée avec le logiciel Inaging Workbench 4.0
(Axon Instruments) et la frequence d’acquisiton du couple de mesures avec

excitation a 350 et 380 nm estde 0,5 Hz.

4. Péparation et application des solutions
Ies solutions ont été diluées dans la solution extracellulaire d’enregistrement. Ies
concentrations utilis€es sont les suivantes : KCL, 50 mM ; ATP, 50 uM ; ADP, 50 uM ; UIP,
50 uM ; mlipram (1 mM, 300 uM, 100 uM, 30 uM, 10 uM, 3 uM et 1uM) ; capsaicine, 2
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pM. Ie systeme d’application est composé d’un dispositif & 13 voies connectées a
un tube de sortie unique. Celui-ci est relié & un micromanipulateur peme ttant le
déplacement de la perfusion &4 proximité du champ enregistrté. Chacune des voies
est egalement connectée a différents réservoirs de solutions dont la lbération est
controlée manuellement et I'écoulement se fait par gravité (Umann et al,
2007). Nous disposons également d’'un systtme de macw-perfusion qui
pemetle renouvellement permanent de la solution extracellulaire et dont le débit

estcontiolé parune molette de réglage.

5. Analyse des résultats

Iors de Tlenregistrement, des régions d’intérét (ROD sont sélectionnées
manuellement. Pourchaque ROL nous suivonsl'évolution de la fluorescence a F350,
F380 et de Ren fonction du temps. Pourchacun des champs enregistré s une photo
est prise en microscopie a fond clairen début d’enregistrement. Tous les champs
sont analysés a posteriori avec soustraction du bruit de fond comespondant aux
deux longueurs d’ondes d’excitation. Ies valeurs de R au cours du temps pour
chacune des ROIsont reportées dans un logiciel d’analyse. Nous avons considéré
de maniere arbitraire que le seui de détection d’un changement de R noté AR
devait comespondre a une valeur minimum égale a six fois la valeurde I'écart-type
associée A la moyenne de AR établie durantles 10 secondes précédent le stimulus.
Ensuite, un controle visuela posteriorinous permet de vérfier que AR provient de la
cellule enregistrte et non d’une cellule adjacente présentant une forte ¥ ponse a
Fapplication de la substance. Enfin, il est également nécessaire de vérfier que le
changement AR enregistré ne provient pas de la libération d’une substance liée a
Factivation d’une cellule adjacente. Pourcela, nous avons déterminé de maniere
arbitraire Pintervalle de temps (AT) nécessaire a I'apparition d'un changement AR
enfonction de la substance quiestappliquée. Ainsi, ATdoit étre mférieurou égala 5
secondeslorsde l'activation de canauxvoltage-dépendants (KC1l, ATP, capsaicine).
En revanche, AT doit étre compris entre 5 et 20 secondes lorsque les change me nts

AR nécessitentlactivation de voies de signalisation intracellulaire.
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VL Statistiques

A. Tests comportementaux

Ies données son exprimées sous forme de moyenne +/- emeur standard a la
moyenne (SEM). Lanalyse statistijue est réalisée avec le logiciel STATISICA 8
(Statsoft, Tulsa, OK USA), en utilisant un test d’analyse de la varance (ANOVA) a
mesures répétées. Leffet de la chirurgie (Sham vs Cuff) et du traitement sont
considérés comme des varablesindépendantes alors que les points temporels sont
analysés comme des varables dépendantes. lorsque le test ANOVA est signific a tif
(p< 0,05), des comparaisons multiples sont effectuées en utilisant le test pos-hoc de

Dunc an.

B. Westem blot
Les analyses statistiques des résultats obtenus en Westem Blot sont réalis€es parun
test non-paramétrique de KruskallWalls (p < 0,05) et une comparmison entre les

groupesestfaite en utilisant le test Ude Mann Whitney.

C.Imagerne calcium

Iesproportionsde cellulesayantrépondu a une application de la substance dans
la condition « Sham » et « Cuff» sont comparées par la méthode d’analyse des
tableaux de contingence, en utilisant le test exact de Fscher. Afin de déterminerla
population neurmnale recrutée suite a lTapplcation de la substance, une
représentation cumulée de la frtquence des rponses calciques en fonction du
diametre des neurones est réalisée. Lanalyse statistifue entre les différentes

distrbutions est éalisée en utilisantle testde Kolgmogorov-Smimov (p < 0,05).
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Re sultats
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Chapitre 1

Modele de douleurneuropathique
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L The sciatic nerve cuffing model of neuropathic pain in mice
Ipek Yalcin, Salim Megat, lorent Barthas, Elisabeth Waltisperger, Mé lanie Kre mer, Fric
Salvat, MichelBamot

En raison de difficultés d’étude chez F'homme, Iutilisation de modéles animaux
visant a reproduire les douleurs neuropathiques semble nécessaire pourpemettre la
dissection des mécanismes cellulaires, moléculaires et électrophysiologiques sous-
tendantlTapparntion de ce syndrome. Bien que cesdouleurs présentent une grande
variété de causesetde manifestationscliniques, la plupartdesétudesréaliséesdans
ce domaine wutiisent des modeéles de lésion mécanique du systéeme nerveux
pérphérique (Bennett and Xie, 1988; Seltzer et al, 1990; Kim and Chung, 1992;
Decosterd and Woolf, 2000).

Ie modele du cuff, développé chezle rat (Mosconiand Kruger, 1996; Fisheret al,
1998), consiste en la pose d’un manchon de polyéthylene (Cuff) de 2 mm de
longueur et diametre inteme de 0,38 mm, uniatéralement autour de la branche
principale du nerf sciatique. Ia facilité d’acceés du nerf sciatique en fait une cible
privilégiée dans la plupart des modeles utilisés. De plus, le nerf sciatique présente
une large mnervation des pattes postérieures de I'animal permettant de tester
facillement les comportements nocifensifs consécutifs a la lésion. Par aileurs, ce
modele a 'avantage d’induire une pression calbrée surle nerf et de r€duire Ia
vanabilité entre les diffé rents expérnmentateurs. Du fait de ses nombreux avantages,
ce modele a donc été adapté et caractérisé au sein de F'équipe chez la sours
(Benbouzid etal, 2008b).

Afin de pouvoir facilter la diffusion et Tutlisation de ce modele par d’autres
groupes de recherches, notre équipe a réalisé une vidéo montrant les détails de la
procédure chirurgicale ainsi que le dérwulement du test des flaments de von Frey
pemettant de suivre appartion d’une allodynie mécanique ipsilatérale. Mon role
dans cet article a été de réaliser un travail de recherche biblographique sur le
modele du Cuff, et de participer au toumage de la vidéo pour assister sur la

démonstration de la chirurgie et pourmontrerla procédure de von Frey.
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Abstract

Neuropathic pain arises as a consequence of a lesion or a disease affecting the somatosensory system. This syndrome results from maladaptive
changes in injured sensory neurons and along the entire nociceptive pathway within the central nervous system. It is usually chronic and
challenging to treat. In order to study neuropathic pain and its treatments, different models have been developed in rodents. These models
derive from known etiologies, thus reproducing peripheral nerve injuries, central injuries, and metabolic-, infectious- or chemotherapy-related
neuropathies. Murine models of peripheral nerve injury often target the sciatic nerve which is easy to access and allows nociceptive tests on the
hind paw. These models rely on a compression and/or a section. Here, the detailed surgery procedure for the "cuff model" of neuropathic pain
in mice is described. In this model, a cuff of PE-20 polyethylene tubing of standardized length (2 mm) is unilaterally implanted around the main
branch of the sciatic nerve. It induces a long-lasting mechanical allodynia, i.e., a nociceptive response to a normally non-nociceptive stimulus
that can be evaluated by using von Frey filaments. Besides the detailed surgery and testing procedures, the interest of this model for the study
of neuropathic pain mechanism, for the study of neuropathic pain sensory and anxiodepressive aspects, and for the study of neuropathic pain
treatments are also discussed.

Video Link

The video component of this article can be found at http://www.jove.com/video/51608/

Introduction

Neuropathic pain is usually chronic and arises as a consequence of a lesion or a disease affecting the somatosensory system. Maladaptive
changes in injured sensory neurons and along the entire nociceptive pathway within the central nervous system participate in this complex
syndrome. Various models have been developed in rodents for studying neuropathic pain and its treatments' ™.

Based on known etiologies, the models of neuropathic pain aim at mimicking the polyneuropathy observed in diabetes, the injuries to peripheral
nerves, the central injuries, the trigeminal neuralgia, the neuropathies consecutive to chemotherapy, the post-herpetic neuralgia, etc. Different
models of peripheral nerve injury in rodents focus on the sciatic nerve. These models depend on a compression and/or a section of this nerve.
Indeed, the sciatic nerve affords relative easy surgery and allows for tests based on paw withdrawal reflexes. The models of chronic nerve
compression include for example: the chronic constriction injury (CCI)4’5, the sciatic nerve cuffinge'g, the partial sciatic nerve ligation (PSL)1°,
the spinal nerve ligation (SNL)", or the common peroneal nerve Iigation12. Models referred to as "spared nerve injury" (SNI) are also widely
used. They consist of a tight ligation and axotomy of two out of the three terminal branches of the sciatic nerve, while the third branch remains
intact'>"®. The various models of neuropathic pain, which target the sciatic nerve, result in a chronic mechanical allodynia (a nociceptive
response to a normally non-nociceptive stimulus) on the injured hind paw.

Here, the detailed surgery procedure for the "cuff model" of neuropathic pain in mice is described. It consists in the implantation of a polyethylene

cuff around the main branch of the sciatic nerve®®. The use of von Frey filaments is also described. These filaments allow assessing the
mechanical allodynia which is a long lasting nociceptive symptom present in this model.

Protocol

Protocols have been approved by the "comité d'éthique en matiére d'expérimentation animale de Strasbourg" (CREMEAS).

1. Baseline Measurement of Paw Withdrawal Thresholds

1. Allow the mice to habituate to the animal facilities for at least 10 days to 2 weeks before initiating the testing procedures.
2. Habituate the mice to the von Frey testing set-up and to the von Frey procedure that are described in section 4.
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3.

4.

Before surgery, evaluate the mechanical paw withdrawal thresholds with von Frey filaments as described in the section 4.3. Note: Repeat the
procedure on separate days until at least three stable consecutive values are obtained for paw withdrawal thresholds.
Assign the mice to the different experimental groups so that these groups do not initially differ for paw withdrawal thresholds.

2. Surgery Procedure for Cuff Implantation

N =

ook

10.

1.

12.
13.
14.
15.

16.
17.

Weigh the animal. Note: Mouse body weight should be over 20 g for the cuff insertion procedure described below.

Anesthetize the animal with an intraperitoneal injection of 4 ml/kg of a mixture of ketamine (17 mg/ml) and xylazine (2.5 mg/ml) in 0.9% NaCl,
which provides around 45 min of anesthesia.

Check the absence of paw reflexes by pinching a hind paw with tweezers and check the absence of eye reflexes to make sure that the animal
is fully anesthetized.

Shave the right leg from the knee to the hip using an electrical shaver.

Apply protective eye liquid gel to the eyes with a cotton-tipped swab.

Place the animal on its left side and place the right hind limb on a small pillow and maintain the right hind limb to the pillow with adhesive
tape.

Disinfect the surgery field with chlorhexidine and 70% ethanol using gauze pad or cotton-tipped swab.

Find the femur using the forefinger and make an incision of approximately 0.5 cm, parallel to the femur and approximately 1.5 mm anterior to
the femur.

Separate the muscles close to the femur with two autoclaved sticks. Notes: Never cut the muscle. Normally, the muscle layers separate easily
without any bleeding and the sciatic nerve is then visible. In case of bleeding, use a sterile cotton-tipped swab to absorb the blood.

Insert two autoclaved sticks below the sciatic nerve to expose its main branch, and hydrate the nerve with a sterile physiological solution
(0.9% NacCl).

Hold the pre-prepared sterile 2 mm section of split PE-20 polyethylene tubing (cuff), 0.38 mm ID / 1.09 mm OD, with the help of a pointed
steel stick and a bulldog clamp.

1. Insert the pointed steel stick into the cuff, which will slightly open it.

2. Using the cuff lateral opening, insert the bulldog at one end of the cuff and parallel to the cuff. Rotate the bulldog (180°) so that it will
hold the cuff by the side that is opposite to the lateral opening. Close the bulldog and remove the pointed steel stick. Note: The rotation
is done to allow holding-on the cuff in an optimized position for the insertion, the bulldog clamp is also helping to maintain the cuff partly
open. The model and the size of the bulldog clamp are critical for this step of the procedure.

Have a second experimenter hold the two sticks under the nerve and gently separate the sticks to facilitate the access to a section of sciatic
nerve that is around 4 mm long.

Insert the 2 mm cuff around the main branch of the sciatic nerve, starting by inserting the part of the cuff that is distal to the bulldog around
the part of the nerve that is proximal to the hip.

Close the cuff gently by exerting pressure on its two distal sides with pliers, without squeezing or changing the form of the tube. Turn the cuff
to ensure that it is closed correctly.

Suture the shaved skin layer with surgical knots.

Place the mouse on its left side in a clean home cage. Keep it under the heat lamp until the mouse is awake.

Add extra water and place some chow directly in the home cage.

3. Surgery Procedure for Sham Controls

1.

Apply the same surgery procedure as described above from step 2.1 to step 2.9, then follow with steps 2.15 to 2.17. For sham controls, omit
the steps 2.10 to 2.14 that only concern the cuff insertion.

4. von Frey Testing

2.
3.

Place the mice in clear individual boxes (7 cm x 9 cm x 7 cm) with holes, on an elevated perforated plate of smooth stainless steel (1 m x
50 cm, 5 mm circle perforations with 2.5 mm between perforation borders). Note: Up to 12 mice can be concomitantly tested on this set-
up. Operated animals can be tested the day after the surgery. However, 3 days of recovery are recommended to diminish the post-surgery
hypersensitivity observed in sham controls.

Allow the animals to habituate for 15 min prior to testing.

Apply the von Frey filaments to the plantar surface of each hind paw in a series of ascending forces. Notes: The von Frey filaments are
plastic hairs of calibrated diameters. They are 5 cm long and are fixed on hand-held applicators. The speed of filament application, the
degree of bending and the duration of the application can influence the threshold values that are obtained with this test®. With the present
procedure in mice, the filaments that are the most often used are the 0.16, 0.4, 0.6, 1, 1.4, 2,4, 6, 8, and 10 g.

1. Apply the chosen filament to the plantar surface of the left paw until the filament just bends. Repeat the procedure three to five
consecutive times, and then do the same to the right paw. Once the filament has been tested on both paws, test the next animal.
Notes: Avoid paw lateral borders which can be more sensitive. The expected response is a paw withdrawal, sudden flinching or paw
licking. Consider the response as positive if at least three expected responses are observed out of five trials. A given paw is always
tested three times, but the fourth and the fifth trials are done only if 1 or 2 response(s) was (were) observed during the first three tests.
In C57BL/6J mice, start the pre-surgery tests with the 1.4 g filament. After surgery, start the tests with the 0.4 g filament. If a positive
response is observed with the first tested filament, test a filament of lower force (instead of greater) at step 4.3.2.

2. Apply the same filament to the next animals according to the 4.3.1 procedure. Once all animals are tested, start again on the first
animal with the next filament of greater force. Repeat the procedure until all mice give a positive response. Notes: Test each animal

Copyright © 2014 Creative Commons Attribution-NonCommercial License July 2014 | 89 | e51608 gRage 2 of 7



]
lee Journal of Visualized Experiments www.jove.com

until two consecutive filaments give a positive response. Consider the gram value of the lower filament that gave a positive response as
the paw withdrawal threshold for this animal.

Representative Results

The data are expressed as mean + SEM. Statistical analyses were performed using multi-factor analysis of variance (ANOVA) or unpaired t-tests
in accordance with the experimental design. For these analyses, the Sham and Cuff surgery groups as well as the saline vs. drug treatments
were considered as between-group factors. When appropriate, repeated measure analyses were used for the time course data. The post-hoc
comparisons were performed using the Duncan test. Statistical significance was considered at p<0.05.

When using the procedures that are described above, the cuff implantation results in an ipsilateral allodynia as illustrated in Figure 1. Once the
mouse is habituated to the testing procedure, the values for paw withdrawal thresholds in the von Frey test remain stable over time and are not
affected by the surgical procedure per se, as illustrated in Sham animals. It should however be noted that a transitory post-surgical allodynia
can usually be observed in Sham mice. When such allodynia is present, the paw withdrawal response returns to baseline after a few days post-
surgery. In Cuff mice, the ipsilateral allodynia is already present on the first days post-surgery and is maintained for more than 2 months (see

9, and Figure 1; F8,344=29.5, p<0.001). The cuff-induced allodynia remains ipsilateral in C57BL/6J mice when it is measured by the von Frey
test as described above, but in other conditions a presence of allodynia on the contralateral paw can also be observed®. The absolute values for
baseline are usually between 4 and 6 g in C57BL/6J mice, but the testing protocol may affect these values.

Tricyclic antidepressants are among clinical first-line treatments for neuropathic pain. In this model, the tricyclic antidepressant drug

nortriptyline (5 mg/kg, intraperitoneal, twice a day) relieves the neuropathic allodynia after around 2 weeks of treatment, as illustrated in

Figure 2 (F7,91=15.3, p<0.001; post-hoc: (CuffNor=Sham)>CuffSal at p<0.001 on days 29 - 34). At this dose, no acute analgesic action

of the antidepressant is observed ™ 7 To mimic the lasting pain relief that is present in patients taking such drugs, the mice can be tested

before the morning drug administration rather than after. Such procedure allows assessment of a long-lasting effect primed by previous days

of treatment. In this case, it requires 1 to 2 weeks of treatment to observe a lasting relief of the neuropathic allodynia. When the treatment

is interrupted, a relapse is usually observed within 3 to 4 days18. Beside some antidepressants, gabapentinoids are the other first-choice
treatments for neuropathic pain. Gabapentin has an acute and transitory analgesic action in this model'®, but it also displays a delayed and long-

lasting antiallodynic action when testing the animal each day before the drug administration (Figure 3; p<0.001). This action is faster than with
antidepressant drugs.

el

v Cuff, ipsilateral paw
@ Sham, ipsilateral paw

v Cuff, contralateral paw
a Sham, contralateral paw
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Fig.1

Figure 1. Mechanical paw withdrawal thresholds in the cuff model of neuropathic pain in mice. Adult male C57BL/6J mice were
habituated to the von Frey procedure until a stable baseline was obtained (the baseline is represented at point 0 on the graph). Both paws were
tested. The Cuff mice display ipsilateral mechanical allodynia as showed by the lowered paw withdrawal thresholds (n=10 per group).
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Figure 2. Delayed antiallodynic action of a tricyclic antidepressant. After two weeks post-surgery, mice received intraperitoneal treatment
twice a day (morning and evening) with either 0.9% NaCl or 5 mg/kg nortriptyline hydrochloride (n=5 or 6 per group). The von Frey test was done
before the morning treatment. With this procedure, a delayed antiallodynic action of nortriptyline is observed, which requires around 12 days of

treatment.
- B 1
<

&
a El Before treatment
21 3 After treatment

1

Pressure

Sham Cuff

Fig.3

Figure 3. Antiallodynic action of a gabapentinoid. After three weeks post-surgery, mice received intraperitoneal treatment twice a day
(morning and evening) with either 0.9% NaCl or 10 mg/kg gabapentin (n=5 per group). The von Frey test was done before the morning

treatment. With this procedure, a delayed and lasting antiallodynic action of gabapentin is observed. Data are presented before starting the
treatments and at the 6th day of treatments.
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The "cuff" model was initially developed in rats to obtain a standardized and reproducible chronic constriction injury with the implantation of
multiple cuffs around the sciatic nerve®. It was then modified to implant a single cuf'f7'8, even though some research groups still use multiple cuff
insertion'®2, It was then adapted to mice9'23, which opened the possibility to use transgenic animals. The cuff is usuallgl 2 mm long, but other
lengths have also been used in rats??. The polyethylene tubing depends on the species: PE-20 in mice®, and PE-60%*% or PE-907*?%?" in rats.

The mechanical allodynia is measured with von Frey hairs. In this test, the absolute values for paw withdrawal thresholds may depend upon the
surface on which the animal stands?® or upon the duration of filament bending3, but these factors do not affect the detection of the neuropathic
allodynia.

The "cuff" model is of interest for the study of neuropathic pain mechanisms. It was used to study morphological changes in myelinated and
unmyelinated fiberse’zg, and functional changes in sensory neurons, primary afferents and spinal neurons'®?"?2303 |t allowed demonstration
that glial activation and a central shift in neuronal anion gradient participate in chan:%es in the activity and in the responses of spinal nociceptive
neurons and in neuropathic aIIodynia24’36'38. The influence of glutamate receptors7’ '41, of opioid receptors ™ 5 and of nicotinic receptors™ was
also studied in this model.

Another interest of the model is its response to current treatments of neuropathic pain, i.e., gabapentinoids and antidepressants. Similar to
clinical observations: gabapentinoids display both an acute short-lasting analgesic action at high dose and a delayed sustained relieving action
that is observed after a few days of treatment, tricyclic antidepressants and selective serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors have no
acute analgesic effect at relevant dose but they display a delayed sustained relieving action that requires 1 to 2 weeks of treatment, and the
selective serotonin reuPtake inhibitor fluoxetine is ineffective'®. The model is thus appropriate to study the molecular mechanism underlying
these treatments'®"8444%47 \which may reveal new therapeutic targets to test in patients48'51.

Lastly, the model also allows the study of the anxiodepressive consequences of neuropathic pain. Clinically, these consequences affect
around a third of neuropathic pain patients but are preclinically less studied than the sensory aspects of pain. In this model, a time-dependent
development of anxiety-like and depressive-like phenotypes is present52 and the related mechanism can thus be addressed.

The standardized cuffs and procedures in this mouse model of neuropathic pain result in low interindividual variability for the mechanical
allodynia. The possibility to use genetically modified animals '’ 18444752 the long-lasting allodynia, the response to clinically used treatments
and the time-dependent development of anxiodepressive symptoms make this model appropriate for the study of the various aspects and
consequences of neuropathic pain and its treatments, which have already brought valuable information to this field of research.
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Materials

Name Company Catalog Number Comments

PE-20 polyethylene tubing Harvard Apparatus PY2-59-8323 Splitted before surgery
Ketamine Centravet IMA004

Xylazine HCI Sigma X1251 Freshly prepared before surgery
Ocry-gel Centravet

Pliers FST 11003-12 52.5 mm straight

Bulldog clamp FST p130 18038-45

Perforated plate CTT™M

von Frey filaments Bioseb NC-12775
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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 I’allodynie neuropathique. Au jour 0, le
manchon de polyéthyléne 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 I'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.
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Figure R-2. Effet de différents iPDE sur I'allodynie neuropathique. Au jour 0, le manchon de
polyéthyléne 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) ; 'TEHNA (n=5/groupe) ou la milrinone (n=5/groupe) n'a aucun effet sur I'allodynie
induite par la pose du manchon. (B) Le traitement prolongé par le rolipram (n=9/groupe) soulage
I'allodynie neuropathique. De la méme fagon une administration répétée de sildénafil (n=5/groupe)
et de zaprinast (n=5/groupe) supprime l'allodynie neuropathique. Les données sont exprimées en
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I. Criblage pharmacologique

A. Infroduction

Un traitement prolongé par les antidépresseurs (Yalcin et al.,, 2009b) et les Po-
agonistes (Choucair-Jaafar et al., 2009; Yalcin et al.,, 2010) est nécessaire pour
obtenir I'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 I'allodynie neuropathique.

B. Protocole

Les expériences ont été réalisées sur des souris mdles 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
infrapéritonéale. Les tests nociceptifs sont effectués avant I'injection du matin, afin

d'évaluer I'effet antiallodynique d’'un traitement prolongé.

C. Résultats

Le seuil nociceptif mécanique des animaux est déterminé gréce aux filaments de
von Frey avant la chirurgie et constitue la ligne de base observée avant le jour O
(Figure R-1.A). Un traitement prolongé par la théophylline, iPDE non sélectif, soulage
I'allodynie mécanique apres 2 semaines (Figure R-1.A), la récupération étant totale
au 19éme jour de fraitement. Un traitement répété par I'ibudilast, iPDE non sélectif,
supprime aussi I'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) blogque I'allodynie induite par la pose du
manchon, cet effet étant significatif & partir du 14me jour de fraitement. Un retour &
des valeurs équivalentes aux contréles s'observe apres 16 jours de traitement (Figure
R-2.B). De la méme facon, le sildéendafil (iPDE5) augmente le seuil de sensibilité
mécanique chez les animaux Cuff apres 12 jours de fraitement (Figure R-2.B). Enfin, le
zaprinast (iPDE5S, 6 et 9) soulage également I'allodynie neuropathique, apres 16 jours
de traitement (Figure R-2.B). Nous avons ensuite vérifié si I'effet antiallodynique du

rolipram est généralisable & d'autres iPDE4. Ainsi, on observe une réduction
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significative de I'allodynie mécanique chez les animaux traités par I'YM976 (Figure R-

3.A) ou I'étazolate (Figure R-3.B) au 14¢me jour de traitement.

E. Statistiques

Analyse de la variance (ANOVA) Analyse post-hoc (Test de Duncan)
Molécules Interaction Statistique | P-valeur Comparaison des groupes JZ:::UE’;:' ""qoi;g:n‘iit P-valeur
i Cuff Theo. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 27-36 < 0,001
Théophyliine POHQXXTTrO'Temem Fozis=3.98 | <0,01 P P
emps Cuff Theo. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. | Jour 34-36 > 0,05
; Cuff lbd. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 3-7 < 0,001
lbudilast | Fatfe X Traitement | ¢ "¢ 14 | <0,001 & &
X Temps Cuff Ibd. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour4-7 | >0,05
Vinpocétine POTfeXXTgﬂLeSme”f Frose=147 | >005
Patte X Traitement _
EHNA X Temps Fii242=0,50 | >0,05
. Patte X Traitement _
Milrinone X Temps Frio4= 1,42 > 0,05
; Cuff Rol. lpsi. > Cuff Sal. lpsi. Jour 29-36 <0,05
Rolipram POHeXXTTrO”emem Fi1a30=4,47 | <0,001
emps Cuff Rol. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. | Jour 31-36 >0,05
i Cuff Sild. Ipsi. > Cuff Sal. lpsi. Jour 27-36 <0,05
sidénafil | Poffe X Traitement | o _ ¢ 51 | <0,001 P P
X Temps Cuff Sild. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. | Jour 34-36 > 0,05
; Cuff Zap. lpsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 31-36 <0,05
Zaprinast PoHeXXTTroﬁemenf Fiigr =391 | <0,001 -
emps Cuff Zap. Ipsi.= Cuff Sal. Contro. | Jour 34-36 >0,05
; Cuff YM. Ipsi > Cuff Sal. Ipsi. Jour 29-36 <0,05
Ymgze | PatteXTratement e, =699 | <0001
emps Cuff YM. Ipsi. > Cuff Sal. Contro. | Jour 34-36 <0,05
; Cuff Theo. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 29-36 <0,05
Elazolate | FO1e X ratement | £, —9.90 | <0,001
emps Cuff Eta. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. | Jour 34-36 >0,05

F. Conclusion

Ce criblage pharmacologique a mis en évidence I'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 & celui observé lors d'un traitement
par les antidépresseurs (Benbouzid et al.,, 2008a) et les p-mimétiques (Choucair-
Jaafar et al., 2009), soit environ 2 semaines. Par contre, il est intéressant de noter que
pour l'ibudilast 7 jours de fraitement ont suffit pour soulager I'allodynie
neuropathique. Cette donnée est d rapprocher d'une étude récente dans laquelle
une administration répétée d'ibudilast (10 mg/kg) soulageait I'allodynie
neuropathique, avec un délai d'action similaire a celui observé dans notre étude
(Ledeboer et al., 2006). Divers mécanismes pourraient donc sous-tendre I'action des

iPDE sur la douleur neuropathique.
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A. Sal or YM976 B. Sal or Etazolate
(0.5 mg/kg) (0.5 mg/kg)

I — P—————

—e— Cuff, Sal Ipsi.

—a— Cuff, Treatment Contra.
—O— Cuff, Sal Contra.

—&— Cuff, Treatment Ipsi.
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Time (days post-surgery) Time (days post-surgery)

Figure R-3. Généralisation de I’effet antiallodynique des iPDE4. Au jour 0, le manchon de polyé-
thylene 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 'YM976 (n=6/groupe)
bloque I'allodynie induite par la pose du manchon. (B) Le traitement prolongé par I'étazolate
(n=4/groupe) soulage I'allodynie neuropathique. Les données sont exprimées en moyennes + SEM.
Contra., controlatérale ; Ipsi., ipsilatérale ; Sal, saline.
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Il. Dose-réponse de I'effet antiallodynique d’'un iPDE4 et d’'un iPDE5

A. Infroduction

Au vu des données de la littérature et des résultats précédents, nous nous sommes
intéressés a I'effet antiallodynique des iPDE4 et des iPDES. Les données antérieures
montrent que I'effet antiallodynique des Rz-agonistes reste présent a faible dose
(Choucair-Jaafar et al.,, 2009), similaires a celles utilisées en clinique pour le
traitement de pathologies respiratoires. Ainsi, nous avons voulu tester si I'effet

antiallodynique des iPDE4 et iPDE5 dépendait de la dose utilisée.

B. Protocole
Nous avons utilisé des souris males adultes C57BL/6J dgées de é a 8 semaines en
début d'expérience. Les expériences comportementales sont menées selon le

méme schéma expérimental que précédemment (section llIl.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 & 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 & 0,5 mg/kg
augmente le seuil de sensibilité mécanique a partir de 2 semaines de traitement. Un
retour O des valeurs équivalentes & la patte controlatérale s'observe 4 partir du
1éeme jour de ftraitement (Figure R-4.E). A la dose de 0,25mg/kg, [I'effet
antiallodynique débute apres 16 jours de traitement (Figure R-4.D). Enfin, la dose de
0,125 mg/kg ne soulage I'allodynie neuropathique qu'apres 19 jours de traitement.
Notons, qu'a cefte dose ce n'est qu'au 25éme jour de traitement que le seuil de
sensibilité mécanique des animaux atteint des valeurs similaires a celles mesurées
pour la patte controlatérale (Figure R-4.C). Ainsi, nous pouvons voir qu'en diminuant

progressivement les doses de rolipram, I'effet antiallodynique est retardé.
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Figure R-4. Effet antiallodynique d’un iPDE4 : dose-réponse. Au jour 0, le manchon de polyéthyléne
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 a la ligne de base “B” et a plusieurs reprises apres
la chirurgie. (A) Un traitement prolongé par le rolipram a 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 a 0,125 mg/kg (n=5/groupe) a 0,25 mg/kg (n=5/groupe) ou a 0,5 mg/kg (n=9/groupe)
soulage de facon durable I'allodynie neuropathique. Les données sont exprimées en moyennes + SEM.
Contra., controlatérale ; Ipsi., ipsilatérale ; Sal, saline.
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Figure R-5. Effet antiallodynique d’un iPDES5 : dose-réponse. Au jour 0, le manchon de polyéthyléne
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 a la ligne de base “B” et a plusieurs reprises
aprés la chirurgie (A) Un traitement prolongé par le sildénafil & 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 a
0,0075 mg/kg (n=5/groupe), a 0,01 mg/kg (n=6/groupe) ou a 0,02 mg/kg (n=6/groupe) soulage I'allodynie
neuropathique. Les données sont exprimées en moyennes + SEM. Contra., controlatérale ; Ipsi., ipsilaté-
rale ; Sal, saline.
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2. Effet d'un traitement prolongé par un iPDE5 : dose-réponse

Le sildénafil, a la dose de 0,01 mg/kg et 0,02 mg/kg, blogue I'allodynie induite par

la pose du manchon. Cet effet est toujours ipsilatéral et débute respectivement 12 et

14 jours apres le début du traitement (Figure R-5.C et D). A la dose de 0,0075 mg/kg.

correspondant a la DME, I'effet antiallodynique du sildénafil apparait au 14éme jour

de traitement (Figure R-5.B). Enfin, I'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 Jqurs de P-valeur
fraitement
Rol. (0,5 mg/kg) PoHeXXTTerr?:tesmenT Fiisso=4,47 | <0,001 Cuff Rol. lpsi. > Cuff Sal. lpsi. Jour 14-21 <0,05
P Cuff Rol. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 16-21 > 0,05
Rol. (0. 25 mg/kg) PoﬁeXXTTerr?’:Tesmen’r Flon=377 | <0,001 Cuff Rol. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. Jour 16-21 <0,05
P Cuff Rol. lpsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 19-21 > 0,05
i ff Rol. Ipsi. > Cuff Sal. Ipsi. 19-2 <0,01
Rol. (0,125 mg/kg) Patte X Traitement Fianos = 2,83 <0,001 Cuff Ro PSI Cuff Sal. Ipsi Jour 19-25 0,0
X Temps Cuff Rol. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. | Jour 25-28 | > 0,05
Patte X Traitement _
Rol. (0,06 mg/kg) X Termps Fg144 = 0,32 > 0,05
Patte X Traitement _
Rol. (0,03mg/kg) X Temps Fe144 = 0,42 > 0,05
i Cuff Sild. lpsi. > Cuff Sal. lpsi. R
sild. (0.02 mg/kg) PoﬁeXXTTronemenT Fs 100 = 4,03 <0,01 Jour 14-21 <0,01
emps CuUff Sild. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. | jour 14-21 | > 0,05
i Cuff Sild. lpsi. > Cuff Sal. lpsi. R
sild. (0.01 mg/kg) Patte X Traitement Fo 198 = 6,51 <0,001 : p p Jour 12-21 | < 0,001
X Temps Cuff Sild Ipsi. = Cuff Sal. Contro. | Jour 19-21 > 0,05
; Cuff Sild. lpsi. > Cuff Sal. lpsi. R <0,05
Sid. (0.075 mg/kg) | PeMeXTratement| ¢ _577 | <001 Jour 1421
emps Cuff Sild. Ipsi. = Cuff Sal. Contro. Jour 21 > 0,05
sild. (0.005 mg/kg) | POtte X Traitement | ¢ _ 053 | >005

X Temps

E. Conclusion

Cette étude dose-réponse montre que I'effet antiallodynique du sildénafil et du

rolipram reste présent a faible dose. Ces données indiquent, I'existence d'un effet

«tout ou rieny». En effet, un traitement par le sildéndafil ou le rolipram aux doses

efficaces induit un soulagement complet de I'allodynie neuropathique. Au cours de

cefte étude, nous n'avons pas observé de doses pour lesquelles on a un

soulagement partiel de I'allodynie mécanique, suggérant I'existence d'un effet seuil.

94




Chapitre 3
Des antidépresseurs aux inhibiteurs de PDE :

role du systéme opioidergique
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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, lpek 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 opioides (DOR) (Benbouzid et al., 2008c) mais pas
les récepteurs u (MOR) (Bohren et al., 2010) sont nécessaires a I'effet antiallodynique
des antidépresseurs. Dans cette étude, nous avons évalué le réle des récepteurs k
des opioides (KOR).

Pour cela, nous avons utilisé un modele de douleur neuropathique induit par la
pose d'un manchon de polyéthylene « Cuff» autour de la branche principale du
nerf sciatique (Benbouzid et al., 2008b). La compression induite par la pose du
manchon entraine I'apparition d'une allodynie mécanique ipsilatérale mesurée par
le test des filaments de von Frey.

Un fraitement prolongé par la nortriptyline soulage completement I'allodynie
neuropathigue chez les animaux sauvages et déficients pour les KOR. Néanmoins,
I'injection aigué de norbinaltorphimine (nor-BNI), antagoniste des KOR, supprime
I'effet thérapeutique de la nortriptyline. De maniere intéressante, I'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 aigués d'agonistes des
DOR, des KOR ou des MOR, nous avons mis en évidence que la sélectivité du nor-BNI
est dépendante du temps apres I'injection. En effet, lorsque le test est effectué 60
minutes apres I'injection, le nor-BNI bloque I'effet analgésique d’'un agoniste des
DOR et des KOR. A l'inverse, le nor-BNI bloque sélectivement I'effet analgésique d'un
agoniste KOR lorsque le test est effectué 8 heures apres I'injection.

Cette étude révele que les KOR ne sont pas nécessaires a I'effet antiallodynique
des antidépresseurs. Par ailleurs, le nor-BNI bloque I'effet antiallodynique de la
nortriptyline, et cet effet sembile lié a son action sur les DOR mais pas les MOR.

Dans cette étude j'ai participé & la réalisation des expériences, ainsi qu'a

I'écriture de I'article. Le manuscrit est actuellement en révision.
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Summary

BACKGROUND AND PURPOSE. Tricyclic antidepressants are clinically first line
tfreatments 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 fricyclic
anfidepressant nortriptyline (5 mg.kg') 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 freatment, 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 fime-point when it may also intferact 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 et al., 2011). It is generally a chronic condition
resistant to classical analgesic drug (Attal et al, 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 et al, 2007; Attal et al, 2010).
Preclinically, studies on TCA action in neuropathic pain models highlighted an
implication of opioid receptors (Valverde et al., 1994; Gray et al., 1998; Marchand e ¢
al., 2003; Anjaneyulu and Chopra 2006; Mico et al., 2006; Nozaki and Kamei 2006;
Benbouzid et al., 2008a,b; Bohren et al., 2010; Wattiez et al., 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 antfidepressants (Gray et al, 1998; Schreiber et
al, 1999; Benbouzid et al, 2008a), while others have shown an involvement of both
mu opioid receptors (MOP) and DOP (Schreiber et al., 2000; Marchand et al., 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
tfreatment (Benbouzid et al., 2008a.b,c; Yalcin et al, 2009), we recently showed that
the antiallodynic effect of chronic nortriptyline tfreatment was lost in DOP-deficient
mice (Benbouzid et al., 2008c). Conversely this effect was maintained in MOP-
deficient mice (Bohren et al, 2010), demonstrating the critical role of DOP but not
MOP in the anfiallodynic action of a fricyclic anfidepressant. 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 et
al, 2012; Butelman et al., 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 et al, 1998; Riviere, 2004). Moreover,
mice lacking prodynorphin display increased tail-flick responses (Wang et al, 2001),
while an upregulation of dynorphin, an endogenous KOP ligand, occurs in the dorsal
horn of the spinal cord following persistent inflammatory pain (Parra et al, 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 et al, 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 et al, 2004), and KOP-
deficient mice have enhanced thermal hyperalgesic response, similar fo nor-BNI
tfreated mice following sciatic nerve ligation (Xu et al, 2004). While the kappa opioid
system can be altered in neuropathic condition, its implication in the therapeutic
effect of anfidepressant drugs is yet to be elucidated. A pharmacological study in
neuropathic mice freated with the TCA nortriptyline showed that nor-BNI could
acutely reverse the antiallodynic action of the chronic TCA treatment (Benbouzid e ¢
al, 2008a). However, this effect was only present with 5 mg.kg', but not 2 mg.kg', 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 sfill 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 (Alexanderet al, 2013).

Animals

The generation of mice lacking KOP was previously described (Simonin et al,
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/6)J 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 ad bium. 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 et al, 2010; McGrath et al, 2010)

and a total of 192 animals were used in the experiments described here.

Neuropathic pain model

The neuropathic pain was induced by inserting a cuff around the main branch of
the right sciatic nerve (Benbouzid et al, 2008c; Yalcin et al., 2014). Surgeries were
done under ketamine/xylazine anesthesia (ketamine: 17 mg.mL', xylazine: 2.5
mg.mL, infraperitoneal, 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 (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).

Nociceptie test
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The mechanical threshold of hindpaw withdrawal was determined using von Frey
hairs and results were expressed in grams (Bohren et al., 2010; Barrot, 2012; Yalcin e ¢
al., 2014). Mice were placed in clear Plexiglas® boxes (7 cm x 9 cm x 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.

Chemicals

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 atme nts

The nortriptyline (5 mg.kg') treatment began 15 days after the surgery, and
tfreatment lasted at least 20 days (Benbouzid et al, 2008a). Both nortriptyline and
NaCl solutions were administered intraperitoneally twice per day (morning and
evening) in a volume of 5 mL.kg'. The subcutaneous injection of the DOP antagonist
naltrindole (5 mg.kg') or the KOP antagonist nor-BNI (5 mg.kg') was done after at

least two weeks of nortriptyline treatment.
Pharmacolgicalprofile of nor-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'), SNC80 (10 mg.kg') and U-
50,488H (5 mg.kg') 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
prefreatment. In this condition the mice were tested before and 8 h after the

prefreatment. Each condition was fested in independent sets of mice.

Sta tistic al analysis

Data are expressed as mean + SEM. Statistical analyses were performed using
multifactor analysis of variance (ANOVA). The surgery procedure (Sham or Cuff) and
the tfreatments (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 ¢ hanic al se nsitiity

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 x Time interaction, KOP*/* Fs138= 2.4, P < 0.05, KOP--
Fer32 = 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, F¢270= 1.0, P>
0.40).

Antiallodynic effect ofthe antide pressant drug no ririp tyline

Two weeks after the surgery, we started the treatment with either nortriptyline
(5 mg.kg') 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 freatment has no acute analgesic effect whereas it
suppresses the neuropathic allodynia after 10 to 12 days of treatment (Benbouzid e ¢
al, 2008a; Bohren et al, 2010). Similarly, the nortriptyline treatment alleviated the
cuff-induced allodynia in KOP** mice after about 12 days of tfreatment (Surgery x
Treatment x Time interaction, Fe1s9 = 6.71, P < 0.0001; post-hoc: (CuffNor = Sham) >
CuffSal at P < 0.01 on post-surgery days 28-35) (Figure 24). The same antiallodynic
effect was also present in KOP-- mice (Fo180 = 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

anfiallodynic action of nortriptyline.

DOPantagonisteffect

Previous data highlighted a critical role of DOP in the antiallodynic action of
nortriptyline (Benbouzid et al., 2008a,b; Choucair-Jaafar et al., 2014). We thus tested
the effects of an acute injection of the DOP antagonist naltrindole (5 mg.kg') 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** Fi120=10.6, P<0.01; KOP/- F120= 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).

KOPantagonisteffect

A previous study showed that an acute administration of 5 mg.kg' of the KOP
antagonist nor-BNI, but not 2 mg.kg', attenuated the antidepressant-induced
antfiallodynic action (Benbouzid et al, 2008a). On account of discrepancies
between pharmacological and knockout results, we then tested the consequences
of an injection of nor-BNI (5 mg.kg') in the KOP** and KOP-- mice. After at least 2
weeks of tfreatment with nortriptyline or saline, the injection of nor-BNI suppressed the
antfiallodynic 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*/* Fi20 = 3.4, P < 0.05; KOP- Fi20 = 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 et al, 1994;
Patkar et al, 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 et al.,
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-tfreated mice (Figure 4A
and 4B).

Time -de pe nde nt sele c tivity o f nor-BNI

To further study the selectivity of nor-BNI, we analyzed the antiallodynic action of a
KOP agonist, U-50,488H (5 mmg.kg'), and a DOP agonist, SNC80 (10 mg.kg') in
neuropathic mice. We observed an acute antiallodynic action of the KOP and DOP
agonists 60 min after a saline pretreatment (Fi15 = 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 (Fi115= 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 anfiallodynic action after the saline
pretreatment (Fi,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 antfinociceptive action of the KOP agonist
was blocked whereas the DOP agonist remained fully effective (Fiis = 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'), which acts mainly through the MOP to induce its analgesic action
(Matthes et al, 1996; Sora et al, 1997). We observed that nor-BNI had no effect on
the morphine-induced mechanical analgesia whether 60 min (Fi,10 = 0.02, P > 0.8)
(Figure 5C) or 8 h (Fii0= 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.),
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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
fricyclic antidepressant nortriptyline. We show that KOP is not necessary to this
antfiallodynic 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 et al, 2004; Schepers et al,
2008), even though a study also detected a slight reduction in the basal mechanical
sensitivity threshold in the KOP-- mice (Gaveriaux-Ruff et al, 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 et al, 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 et al, 1981; Gray et al, 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 et al, 1987; Homonet al, 1987). While some
authors pharmacologically suggested an implication of MOP (Schreiber et al, 2000;
Marchand et al, 2003), this is not supported by study in MOP deficient mice (Bohren
et al, 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 anfidepressant drugs is not limited to their action in a pain context (Lutz
and Kieffer 2013). Indeed, the pharmacological blockade of opioid receptors
suppresses the antfidepressant effect of antidepressant compounds in a behavioral
model of depression (Berrocoso et al, 2004). DOP deficient mice display anxiogenic
and depressive-like behavior compared to the wild-type animals (Filliol e# al, 2000),

and DOP recruitment by a selective agonist has antidepressant-like effects in rodents
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(Pradhan et al, 2011). Although the opioidergic system appears to be a common
target for the tfreatment 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 (Schreiberet al,
1999; Schreiber et al, 2002; Benbouzid et al, 2008a). Using a genetic approach, we
observe that the therapeutic benefit of a chronic anfidepressant treatment remains
present in KOP/- mice. These results suggest that, as for MOP (Bohren et al, 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 tfreatment (Benbouzid et
al, 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 (Tokemori et al, 1988)
and a long-lasting KOP antagonist activity in vivo (Endoh et al, 1992; Horan et al,
1992; Broadbear et al, 1994), the temporal component seems to be a critical factor
forits in vivo selectivity (Endoh et al, 1992; Spanagel et al, 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 et al, 1992). Moreover,
nor-BNI (10 mg.kg') can still be present in brain homogenates up to 21 days after a
single infraperitoneal administration, and is still able to block KOP agonist-induced
analgesia 7 days after nor-BNI pretreatment (Patkar e¢ al, 2013). This nor-BNI long
lasting action in vivo (Horanetal, 1992; Butelmanetal, 1993; Broadbearet al, 1994)
is present despite a non-covalent binding in vitro (Bruchas et al, 2007). However, it
should be noted that previous pharmacokinetics studies (Kishioka et al, 2013; Patkar
et al, 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 et al, 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 et al, 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') but not at milder doses (3 and 10 mg.kg') (Wettstein and Grouhel
1996), which is in agreement with our results showing no effect of 5 mg.kg!' nor-BNI on
morphine-induced analgesia. At a dose often used for in vivo studies (Butelman et
al, 1993; Menendez et al, 1993), our study evidences an interaction of nor-BNI with
DOP-related mechanisms at short fime 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 fime-dependent selectivity of
nor-BNI on the KOP have been done with naive animals (Endoh et al, 1992; Horan e ¢
al, 1992; Butelman et al, 1993). However, some works have shown neuropathy-
induced plasticity in the endogenous kappa opioid system (Stevenset al, 1991; Xu et
al, 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
antfidepressant 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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Il. Réle du systéme opioidergique dans I'effet thérapeutique des pB2-agonistes

A. Infroduction

Bien que I'implication du systeme opioidergique dans I'effet antiallodynique des
antidépresseurs ne fasse plus de doute, peu d’'études se sont intéressées a son réle
dans |'effet thérapeutique des p2-agonistes. Une étude relate que I'administration
aigué de naltrindole, antagoniste des DOR, supprime |'effet antiallodynique d'un Pe2-
agoniste (Yalcin et al., 2010). Ceftte spécificité de I'implication des DOR reste tout de
méme a 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 & été décrite
préecédemment (Matthes et al., 1996; Simonin et al., 1998; Filiol et al., 2000). Les
expériences sont menées sur des mdles adultes. Le traitement prolongé par la
terbutaline (0,5 mg/kg, i.p.) est effectué selon le méme schéma expérimental que
précédemment (Section Méthodes générales, llI-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 B2-agoniste : role des DOR, MOR et KOR

Un traitement prolongé par la terbutaline supprime I'allodynie induite par la
neuropathie et I'effet apparait apres une douzaine de jours de traitement (Figure R-
6.A). Le seuil de sensibilité des animaux traités par la terbutaline atteint des valeurs
similaires & celles observées pour les animaux Sham au 1éeme jour de traitement. Afin
d'évaluer le réle du systeme opioidergique, 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 d Ia
période de traitement qui s'établie du 1éeme au 36éme jour post-chirurgie (Figure R-
6.B). Un traitement par terbutaline soulage I'allodynie neuropathique chez les souris
sauvages et déficientes pour les MOR et les KOR. A I'inverse, I'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 I’allodynie neuropathique chez des animaux wild-type,
MOR-", KOR’ et DOR". Au jour 0, le manchon de polyéthyléne 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 I'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 I'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 aigué d’antagoniste DOR, la naltrindole. Apés 3 semaines
de traitement par la terbutaline (0,5 mg/kg) ou une solution saline, les souris ont regu une injection
aigué d’antagoniste des DOR, la naltrindole (5 mg/kg s.c). Le seuil nociceptif est évalué avant (0
min) et 30 minutes aprés I'injection. L’injection de naltrindole supprime I'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 aigué d’antagoniste des DOR : la nalirindole.

Apres environ 3 semaines de traitement, une administration aigué de la
naltrindole (5 mg/kg) supprime I'effet antiallodynique de la terbutaline chez les souris
sauvages (Figure R-7.A). Le méme 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)
. . . - P- . P-
Traitement | Génotype Interaction Statistique valeur Comparaison des groupes Temps valeur
Chiruraie X Cuff Terb. > Cuff Sal. Jour 28-35 | <0.001
Terbutaline wT it T Fr2s1 = 10.25 | < 0.001
ratement A femps Cuff Terb. = Sham Sall. Jour31-35 | >0.05
WT DOR" Cuff Terb.DV(\/)TRiCuff Terb <0.001
Terbutaline MOR™ KOR™ Anova a 1 facteur | Fz23=23.82 | <0.001 Cuff Torb. WT = Cuff Terb. 008
MOR-- )
wT _ Chirurgie X Flas=18.83 | <0.001 | Cuff Terb. WT < Sham Sal. WT | 30 min. | <0.001
Traitement X Temps
Terbutaline
. . "
+ MOR” . 'TChlrurTg)l(eTX Fior=21.61 | <0.001 Cuff Terb. MMO(;?R_; Sham Sal. 30 min. <0.01
Naltrindole raremen emps
A Chirurgie X _ Cuff Terb. KOR*- < Sham Sal. .
KOR Traitement X Temps F1.20=5.05 <0.01 KOR-- 30 min. <0.01

E. Conclusion

Par une approche fransgénique, nous avons confimé que les DOR sont
nécessaires a I'effet antiallodynique des P2-agonistes. Cette donnée est a
rapprocher de celles obtenues précédemment, démontrant le réle crucial des DOR
dans I'effet antiallodynique des antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008c; Bohren et
al., 2010; Chapitre 3 section |. des Résultats). De maniere intéressante, I'effet de la
naltrindole reste présent chez les animaux déficients pour les MOR et les KOR
confirmant que les DOR sont les seuls recepteurs des opioides nécessaires a I'effet

thérapeutique des p2-agonistes.
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lll. R6le du systéeme opioidergique dans I'effet thérapeutique des iPDE4 et iPDE5

A. Infroduction

Une récente étude a démontré que I'administration d’antagonistes des MOR, des
DOR mais pas des KOR supprimait I'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 I'un ou I'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 aigués d’antagonistes
des DOR, des MOR, ou des KOR a été réalisée chez des animaux traités par un iPDE4
ou un iPDES.

B. Protocole

Les expériences ont été menées sur des souris mdales déficientes pour les MOR, les
DOR, ou les KOR ainsi que leurs contréles 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 méme
schéma expérimental que précédemment (Section Méthodes générales, llI-A).

Une série d’expériences a ensuite été menée sur des souris mdles adultes
Cb57BL/6J. De la méme facon, ces animaux ont été traités au long cours par le
rolipram ou le sildénafil (Section Méthodes générales, llI-A). A I'issue de la période
de traitement, une administration d'antagonistes des MOR, des DOR ou des KOR a

été effectuée (Section Méthodes générales IlI-C).

C. Résultats

1. Effet thérapeutique d'un iPDE4 et iPDES5 : role des DOR, MOR et KOR

De la méme maniere que pour un antidépresseur (Benbouzid et al., 2008a) ou un
Bo-agoniste (Yalcin et al., 2010), un fraitement prolongé par le rolipram (Figure R-8.A)
ou le sildénafil (Figure R-10.A) soulage I'allodynie neuropathique. L'effet intervient
aprés 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 rdle des récepteurs des opioides, 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 R-8. Effet du rolipram sur I’'allodynie neuropathique chez des animaux wild-type, MOR",
KOR- et DOR"-. Au jour 0, le manchon de polyéthyléne 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 recgoivent des injections intrapéritonéales
bi-quotidiennes. Le seuil de sensibilitt mécanique est évalué par le test des filaments de von Frey. (A)
Un traitement prolongé par le rolipram soulage I'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 I'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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Figure R9. Effet antiallodynique du rolipram: réle des DOR. Apés 3 semaines de traitement par le
rolipram (0,5 mg/kg) ou une solution saline, les souris ont recu une injection aigué 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 aprés 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 I'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 I'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).
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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, I'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 I'effet
thérapeutique d'un traitement par un iPDE4 et un iPDE5

Aprés environ 3 semaines de traitement par le rolipram, une administration aigué
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 blogque |'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, I'administration de naloxonazine blogque I'effet
analgésique de la morphine (Figure R-9.E). Ce résultat valide la dose utilisée et
indique que l'absence d’effet de I'antagoniste chez les animaux fraités par le
rolipram n'est pas liée d une incapacité a bloguer 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 apres I'injection (Figure R-
9.C). Nous remarquons une légéere diminution du seuil de réponse lorsque le test est
réalisé 1h apres I'injection (Figure R-9.C).

Enfin, I'injection de naltrindole (5 mg/kg), antagoniste des DOR, supprime |'effet

antiallodynique du rolipram (Figure R-9.D) et du sildéndafil (Figure R-11.A).

D. Discussion et conclusion

L'utilisation d'antagonistes des récepteurs des opioides a révélé I'implication des
DOR mais pas des MOR ni des KOR dans I'effet antiallodynique des iPDE4. En utilisant
une approche tfransgénique, nous avons demonftré que I'effet antiallodynique d’'un
iPDE4 est perdu chez les animaux déficients pour les DOR. Toutefois, I'administration
d'un antagoniste des KOR diminue le seuil de sensibilité mécanique 1 heure apres
I'injection (Figure R-9.C). Bien que non significative, cette diminution peut s’expliquer
par la non-sélectivité du nor-BNI & des temps courts apres l'injection. Par

conséquent, il semble nécessaire d'effectuer les tests comportementaux 8 heures
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Figure R-10. Effet du sildénafil sur I’allodynie neuropathique chez des animaux wild-type, MOR,
KOR et DOR. Au jour 0, le manchon de polyéthyléne 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 regoivent 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 I'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 I'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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Figure R-11. Effet d’une injection d’antagonistes des DOR ou des MOR sur I'effet antiallodynique
du sildénafil. Aprés 3 semaines de traitement par le sildénafil (0,02 mg/kg) ou une solution saline, les
souris ont regu une injection aigué 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 aprés l'injection. (A)
L’injection de la naltrindole supprime I'effet antiallodynique d’un traitement par le sildénafil. (B) De la
méme fagon, 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).
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apres 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 a
I'effet antiallodynique du sildénafil (iPDE5). De maniere intéressante, I'effet de la
naltrindole apparait 60 minutes apres I'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 phénomene observé. Néanmoins, cette différence
pourrait s’expliquer par la localisation neuroanatomique des récepteurs. Ainsi, il serait
intéressant de déterminer si les DOR nécessaires a I'effet thérapeutique du rolipram

et du sildénafil se situent dans le systeme 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 Jot{r po_si- _Jours P-valeur
groupes chirurgie | traitement
Chirurgie X Cuff Rol. > Cuff Sall. Jour 28-35 <0.01
Rolipram WT Traitement X | Friee=9.12 | <0.001
Temps Cuff Rol. = Sham Sal. Jour 31-35 >0.05
DOR™- i Cuff Rol. WT > Cuff Rol <0.001
Rolipram |  MOR" Anovaal e _1913| <0.01 DOR™
KOR"- facteur ’ Cuff Rol. WT = Cuff Rol. >005
MOR--et KOR-- )
Chirurgie X Cuff Sild. > Cuff Sal. Jour 13-17 | <0.01
Sildénafil WT Traitement X | F7154=5.93 | <0.001
Temps Cuff Sild. = Sham Sal. Jour 13-17 | >0.05
Cuff Sild. WT > Cuff Rol.
- DOR-- <0.001
o Cuff Sild. WT > Cuff Sild.
sidénafil | mor” | ANVAAT E 29706 | <01 | UGS U <0.001
KOR™ facteur
Cuff Sild. WT = Cuff Sild.
KOR-- > 0.05
Analyse de la variance (ANOVA) Analyse post-hoc (Test de Duncan)
Traitement Traitement . . Comparaison des Te.n?ps ?051'
A . Interaction Statistique | P-valeur injection P-valeur
prolongé aigu groupes N
(min)
saline GroupesX | £ =252 | >005
Temps
Anfagoniste Groupes X _
. MOR Temps Fo1a=2.16 > 0.05
Rolipram
Antagoniste Groupes X _
KOR Temps Fass =1.45 >0.05
Antagoniste GroupesX | g 29790 | <0.01 | Cuff Rol. < Sham Sal. T=30 <0.001
DOR Temps
Antagoniste GroupesX | ¢ =17.25| <0.001 | CuffSid. < Sham Sal. T=60 <0.001
o . DOR Temps
silaenafi Anfagoniste Groupes X
MOR Temps Fs35 = 5.28 <0.01 Cuff Sild. < Sham Sal. T=30 <0.001
Morphme. Anova a1 Flo=9774| <0.01 Cuff Sal. > Quff T=30 <0.001
+ Naloxonazine facteur Naloxonazine
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IV. Des antidépresseurs aux inhibiteurs de PDE : localisation de I'effet opioidergique

A. Infroduction

Les résultats de I'équipe ont démontré qu'une administration intfrathécale mais
pas infracérébroventriculaire d’'un antagoniste des récepteurs R2-adrénergiques,
supprime I'effet antiallodynique d'un R2-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 |. des Résultats). Nous avons donc voulu tester la composante

périphérique de |'effet opioidergique des iPDE.

B. Protocole

Les expériences ont été menées sur des souris mdles adultes C57BL/6J. Environ
deux semaines apres I'induction de la neuropathie, un traitement par la nortryptiline
(5 mg/kg, i.p.), la terbutaline (0,5 mmg/kg, i.p.), le rolipram (0,5 mg/kg, i.p.) ou le
sildénafil (0,02 mg/kg, i.p.) a été effectué. A I'issue de la période de fraitement, une
administration aigué de naloxone méthiodide (5mg/kg. s.c.), antagoniste des
récepteurs des opioides périphériques a été réalisée. Le groupement méthiodide de
la naloxone prévient le passage de la barriere hématoencéphalique. Cet

antagoniste a donc une action sur le systeme nerveux périphérique.

C. Résultats

L’administration aigué de naloxone méthiodide supprime I'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 méme facon, cette

injection est sans effet chez les animaux contréles Sham.

D. Statistiques

Analyse de la variance (ANOVA) Analyse post-hoc (Test de Duncan)
Trqllemer,ﬂ Tralf.em.t'ant Interaction Statistique | P-valeur Comparaison des Terr.1ps P-valeur
prolongé aigué groupes (min)
s Nalox. Groupes X _ Cuff Nor. < Sham _
Nortriptyline Met. Ternps Fi20=19,94 | <0.001 sal. T=30 | <0.001
Terbutaline | NOIOX- | GTOURESX | ¢ 1 q09 | <1 | CUTErR-<Sham | 135 | <o.001
Met. Temps Sal.
Rolipram | NOIOX- | GroupesX | ¢ 1401 | <05 | CUTROL<Sham 755 | <0.08
Met. Temps Sal.
N Nalox. Groupes X _
Sildénafil Met. Temps Fi6=0,11 >0.05

128



Nortriptyline Terbutaline Rolipram Sildenafil

7 - 7 7 7
6 - 6 1 6 6
(O]
e 4 2 4 e 4 2 4
2 5 2 5 2 4 2 5
Q Q Q Q
o 2 | o 2 | [a 2 o 2
1 1 A 1 1
0 - 0 - 0- 0-+———
0 30 0 30 0 30 0 30
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)

—O— Sham, Treatment
—e— Sham, Saline
—v— Cuff, Treatment

Figure R-12. Effet d’un antagoniste de récepteurs des opioides périphériques. Aprés 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 regu une injection aigué d’antagoniste des récepteurs des
opioides ne passant pas la barriere hématoencéphalique, la naloxone méthiodide. Le seuil nociceptif
est évalué avant et 30 minutes aprés l'injection. La naloxone méthiodide bloque I'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 suggerent que I'effet antiallodynique d'un traitement
prolongé par les antidépresseurs, P2-agonistes ou iPDE4 nécessite le recrutement des
récepteurs des opioides situés dans le systéeme nerveux périphériqgue. Néanmoins,
ces résultats ne permettent pas d’affirmer que les DOR périphériques soient les seuls
responsables de I'effet thérapeutique observé. De maniére intéressante, I'action du
sildénafil ne semble pas dépendante des récepteurs opioides périphériques. Ainsi,
I'effet tardif observé apres administration de nalfrindole (Chapitre 3. Section Ill des
Résultats) pourrait s'expliquer par I'implication de récepteurs des opioides du
systeme nerveux central. Bien que le réle des DOR ne fasse plus de doute, la
localisation neuroanatomique de ces récepteurs reste encore a 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 intérét dans
notfre etude (Gaveriaux-Ruff et al., 2011). Néanmoins une alternative moins onéreuse
pourrait étre envisagée. En effet, la naloxone méthiodide est un antagoniste non-
sélectif des récepteurs opioides ne passant pas la barriere hématoencéphalique.
Ainsi, I'effet d’une administration intfracérébroventriculaire donnerait une indication
sur le role des récepteurs des opioides situés dans le systeme nerveux central.

Dans le cas d'un iPDES, I'effet observé semble dépendant de la présence des
MOR et des DOR. Cette donnée est a rapprocher d'une étude ayant démontré que
I'injection intrathécale d'antagonistes des DOR et des MOR supprime |'effet
anfinociceptif du sildénafil dans un modele de douleur inflammatoire (Yoon et al.,
2008a).

AU niveau cellulaire, les avancées techniques réalisées ces dernieres années
autorisent quelques espoirs. En effet, les analyses par immunohistochimie étaient
rendues impossibles par la faible qualité des outils & 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 I'étude de
I'expression de ces récepteurs en condition normale, pathologique ainsi que chez

des animaux fraités au long cours par les antidépresseurs.
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Chapitre 4
Des antidépresseurs aux inhibiteurs de PDE :
role du TNFa
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I. Antidepressants suppress neuropathic pain by a peripheral B2-adrenoceptor
mediated anti-TNFa 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 & une lésion ou une maladie
affectant le systeme somatosensoriel (Jensen et al, 2011). En clinique, les
antidépresseurs constituent un des traitements de référence de ces douleurs (Attal et
al., 2010). Dans notre modele, un traitement prolongé par un antidépresseur
fricyclique (ATC) soulage I'allodynie neuropathique et I'effetf intervient apres une
dizaine de jours de traitement. De plus, la noradrénaline recrutée par les ATC agirait
sélectivement sur les récepteurs PR2-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 systeme nerveux périphérique constitue le site
d'action des ATC. De plus, I'effet antiallodynique des ATC et des B2-agonistes semble
corrélé a une diminution d'expression de I'’ARNm du TNFa et de la protéine dans les
DRG. Un traitement par des agents anti-TNFa soulage I'allodynie neuropathique,
soulignant I'importance de cette cytokine dans le développement des
comportements nocifensifs. Nos données histologiques démontrent que le TNFa est
majoritairement exprimé sur les SGCs du DRG. Enfin, par une approche d’'imagerie
calcium, nous avons mis en évidence que les récepteurs Po-adrénergiques sont
majoritairement exprimés par les SGCs du DRG.

Ces résultats indiquent que I'effet antiallodynique des ATC se localise dans le
systeme nerveux périphériqgue et plus particulierement dans le DRG. La
noradrénaline recrutée agirait sur les récepteurs R2-adrénergiques situés sur les SGCs
du DRG, régulant ainsi I'expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa.
Dans cette étude, mon fravail a été d’'évaluer I'effet anfi-TNFa 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 I'’ARNm du TNFa
et de la protéine dans les DRG d’animaux neuropathiques. J'ai également participé

a la réalisation des expériences d'imagerie calcium.
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transporters has been proposed to act through 32-adrenoceptors ((32-ARs) to lead to the observed therapeutic
effect. However, the complex downstream mechanism mediating this action remained to be identified. In this
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ﬁ%ﬁ;ﬁj allodynia involves the peripheral nervous system and the inhibition of cytokine tumor necrosis factor o
Antidepressant (TNFa) production. The antiallodynic action of nortriptyline is indeed lost after peripheral sympathectomy,
Adrenoceptor but not after lesion of central descending noradrenergic pathways. More particularly, we report that
Cytokine antidepressant-recruited noradrenaline acts, within dorsal root ganglia, on 32-ARs expressed by non-neuronal
Dorsal root ganglia satellite cells. This stimulation of 32-ARs decreases the neuropathy-induced production of membrane-bound
Satellite TNFay, resulting in relief of neuropathic allodynia. This indirect anti-TNFa action was observed with the tricyclic
zg‘:;gf:;zi’gic antidepressant nortriptyline, the selective serotonin and noradrenaline reuptake inhibitor venlafaxine and the
Pain 32-AR agonist terbutaline. Our data revealed an original therapeutic mechanism that may open novel research
TNFa avenues for the management of painful peripheral neuropathies.
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Introduction Wiffen, 2007). In contrast, selective serotonin reuptake inhibitors are

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
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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 p2-
adrenoceptors (32-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 32-mimetics against neuropathic pain
(Cok et al., 2010).

To progress into the pain relief mechanism, 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 32-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 B2-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 known whether 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 32-ARs expressed by non-neuronal satellite cells. We also
show that both nortriptyline and venlafaxine inhibit local TNFo 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/6] mice (Charles River,
L'Arbresle, France), or with mice lacking 32-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 x 9 cm x 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 for which three or more withdrawals 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 injections when 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 32-mimetic terbuta-
line, or the anti-TNFa 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, the mice 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 they were admin-
istered intraperitoneally in a volume of 5 mL/kg. For cellular and molec-
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
volume of 5 mL/kg; (2) another received three daily intrathecal injections
at the lumbar level (30 pg in 10 pL); and (3) a last group received three
daily intrathecal injections at the thoracic level (30 pg in 10 pL). Intrathe-
cal injections were performed under gaseous anesthesia (halothane 3%).
Briefly, for lumbar intrathecal administration, a 27-gauge needle
connected to a 50 pL 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-lesioned mice 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 um 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 x10 and x 20 objectives, and images acquired with
MBF Bioscience camera CX9000 using Picture Frame acquisition software
(MBF Bioscience, Magdeburg, Germany). For TNFo detection, mice
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received an acute infliximab injection (10 mg/kg, i.p.) at least two weeks
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 IB4 Alexa Fluor® 488 conjugate
(2 pg/mL, Molecular Probes, 121411) 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 x4, x 10 and x40 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 x 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 1A/
dispase (Invitrogen). Enzymatic dissociation was stopped by the addi-
tion of the culture medium which consisted of MEMa (minimum essen-
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-p-lysine (0.02 mg/mL). Cultures were maintained at
37 °C in a water-saturated atmosphere (95% air and 5% CO,). 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 naive mice. Cells were collected individually
from the coverslip using a patch clamp pipette filled with 8 L of buffer
solution (mM): 140 KCl, 1 MgCl,, 0.5 EGTA, pH 7.4. The glass pipette tip
was then broken off into a thin-walled PCR reaction tube containing
40 pL of the reaction mix SuperScriptlll 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), 32-AR (accession
number: NM_007420) and GS (accession number: AY044241). 2 LL of
SuperScriptlll 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 °Cfor 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 PCR product was 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 CaCl,, 1 MgCl,, 10
glucose, 5 HEPES, pH 7.4. High KCl solution had the same composition,
except: KCI, 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 loaded with Fura-2 by 60-minute incuba-
tion at room temperature in the recording solution with 2 pM 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 cells were performed on an inverted microscope (Axiovert
35; Zeiss) with an oil-immersion x40 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
the fluorescence ratio F350/F3g0, calculated after background subtraction.
Experiments were performed at room temperature. All drugs were
prepared as 1000x concentrated stock solutions. ATP (50 uM), ADP
(50 uM), UTP (50 uM) and terbutaline (100 uM) 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 PO (Arbp). Data were analyzed according to
relative gene expression by 2722 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 (TNFo, tumor
necrosis factor): 5'-CAGCCGATGGGTTGTACCTT-3’ and 5’-GGCAGCCTT
GTCCCTTGA-3’; 1110 (IL-10, interleukin10): 5-GATGCCCCAGGCAGAG
AA-3’ and 5'CACCCAGGGAATTCAAATGC-3’; Tnfrsfla (TNF-R1, tumor
necrosis factor receptor 1): 5’-TCCGCTTGCAAATGTCACA-3' and 5'-
GGCAACAGCACCGCAGTAC-3’; Adbr2 (B2-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’; Illa (IL-1q, interleukin 1 alpha): 5'-
GGAGAGCCGGGTGACAGTATC-3’ and 5'-TCAGCCGTCTCTTCTTCAGAAT
C-3’; 11B (IL-1p, interleukin 1 beta): 5'-AGTTGACGGACCCCAAAAGA-
3" and 5’-GGACAGCCCAGGTCAAAGG-3’; and 16 (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 either mice 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 2724 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 pL
lysis buffer (20 mM Tris pH 7.5; 150 mM NaCl; 10% glycerol; 1%
NP40; Protease Inhibitors Cocktail, Roche). The proteins were quantitat-
ed with DC protein assay kit (Bio-Rad) and 15 pg of total protein from
individual animals was resolved by 12% 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 TNFo (1:1000, R&D Systems, AF-410-NA) and
P-tubulin (1:5000, Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-9935) followed
by anti-goat HRP-conjugated secondary antibodies (1:5000, Chemicon,
AP307P and AP106P). Blots were 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 TNFa (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 as mean + standard error of the mean (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
performed with a non-parametric test of Kruskal-Wallis and comparisons
between groups were done by U Mann-Whitney test. The significance
level was set at p < 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 32-AR agonist
terbutaline (Benbouzid et al., 2008a; Choucair-Jaafar et al., 2009)
(Fig. 1) (Nortriptyline, right paw: F; 140 = 3.77, p < 0.001; post-hoc:
NP-Nortriptyline > NP-Saline at p < 0.0001 on post-surgery days 28 to
35. Terbutaline, right paw: F;140 = 3.09, p <0.005; post-hoc:
NP-Terbutaline > NP-Saline at p < 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 the noradrenergic 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 two weeks before induction of the neuropathy, with guaneth-
idine which 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: F7175 =
2.72, p < 0.015; post-hoc: (NP-Nortriptyline = NP-Saline) < Sham-
Saline at p < 0.0001 on post-surgery days 3 to 35. Lumbar: F; 175 =
247, p <0.02; post-hoc: (NP-Nortriptyline = NP-Saline) < 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 32-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<0.001 vs. Sham, *p<0.05 NP-treated vs. NP-Saline.) Data are expressed as
mean + SEM.
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Fig. 2. Peripheral noradrenergic fibers mediate 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 pm) and the spinal cord (SC; scale bars: 50 um). The peripheral neuropathy (NP) induced a sympathetic sprouting
in the DRG (white arrows). Intraperitoneal guanethidine (peripheral lesion) suppressed these fibers without affecting the spinal cord ones. Lumbar intrathecal guanethidine suppressed
both DRG and dorsal horn noradrenergic fibers. Thoracic intrathecal guanethidine suppressed descending noradrenergic fibers, sparing DRG sprouting. (B) Two weeks after guanethidine
injections, no difference was observed between control mice and mice that received intraperitoneal, lumbar intrathecal or thoracic intrathecal guanethidine (baseline, top graph).
Similarly, these injections of guanethidine did not affect the neuropathic allodynia (NP at 2 weeks, bottom graph). (C) The peripheral and the lumbar intrathecal injections of guanethidine,
but not the thoracic intrathecal one, prevented the antiallodynic action of the TCA nortriptyline (Nor). The antiallodynic action of the 32-AR agonist terbutaline (Ter) was still present in
mice which received peripheral guanethidine. (Data pooled from 2 independent experiments, n = 5-9 per group, *p < 0.001 vs. Sham, "p < 0.05 NP-treated vs. NP-Saline).

Saline at p < 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 nortriptyline was maintained (Fig. 2C) (Thoracic:
F7168 = 6.55, p < 0.0001; post-hoc: NP-Nortriptyline > NP-Saline at
p < 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 32-ARs in the therapeutic mechanism,
we tested terbutaline in sympathectomized mice. This B-mimetic
remained effective in the absence of sympathetic fibers in the dorsal
root ganglia (Fig. 2C) (F7147 = 4.14, p <0.0005; post-hoc: NP-
Terbutaline > NP-Saline at p < 0.0001 on post-surgery days 32 and
35). It showed that the implicated 32-ARs were neither on noradrenergic
terminals nor upstream of the noradrenergic system; thus confirming a
downstream, postsynaptic role of 32-ARs.

32-ARs are located on non-neuronal dorsal root ganglia cells

Antidepressant-recruited noradrenaline acts on 32-ARs to relieve
neuropathic allodynia (Yalcin et al, 2009a, 2009b). To identify the
type of cells expressing mRNA encoding 32-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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dorsal root ganglia (Hanani, 2005). About a third of the tested cells were
positive for 32-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 KClI 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 (32-AR agonist. In
sham mice, around 3% of non-neuronal cells expressed functional (32-
ARs, whereas 25% of non-neuronal cells from neuropathic animals
displayed a calcium response to terbutaline (Figs. 3B, C) (Fisher's exact
test: p < 0.002). The pathological condition thus increased functional
32-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 (32-ARs
increasing intracellular calcium concentrations are selectively located
in the plasma membrane of non-neuronal cells.

Y. Bohren et al. / Neurobiology of Disease 60 (2013) 39-50

Antidepressants and a 32-AR agonist display anti-TNFo 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 < 0.001) and mRNA analysis (p < 0.05), we
observed increased levels of TNFa in the lumbar dorsal root ganglia of
C57BL/6] neuropathic mice at 5-6 weeks post-injury (Fig. 4A). To
further examine the role of neuroinflammatory mediators in the neuro-
pathic pain treatment by antidepressants or by a 32-AR agonist, gene
expression of TNFe, IL-10, Cox-2, IL-1 and IL-6 was 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 at much later time-points, when chronic neuropathic pain is
well installed. Five weeks post-injury, we observed a preferential role
for local TNFa. Indeed, an increased mRNA expression of TNFa was
observed in neuropathic mice (Fig. 4B) (Hsi, = 9.72, p < 0.05),
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Fig. 3. [32-Adrenoceptors are on dorsal root ganglia non-neuronal cells. (A) Single cell PCR analysis for NF200, 3,-AR (Adrb2) and GS mRNAs (M, molecular weight ladder; 1-3, examples of
3 cells; C, negative control). (B) Calcium imaging on dissociated dorsal root ganglia cell culture, example of a typical field in bright field (BF), at 350 nm fluorescence, after 4 second high
KCl application, and after 20 second terbutaline (Ter) (N, neuron; nnc, non-neuronal cell; scale bar: 20 pm). (C) Example of typical traces of calcium transients, represented as ratiometric

change in fluorescence emission during bath application of high KCI (50 mM), ADP (50 uM

) or the [32-AR agonist terbutaline (100 pM). Response to terbutaline was only observed in non-

neuronal cells, and in a higher proportion of cells in dorsal root ganglia culture from cuff mice (*p < 0.002 vs. Sham-nnc). (D) 32-AR mRNA expression in dorsal root ganglia, evaluated by

quantitative real-time PCR (n = 3 x 3 per group). (Single cell PCR data are pooled from 8

independent experiments. Calcium imaging data are pooled from 6 independent experiments.

Real-time PCR data represent 3 independent experiments, each of them pooling samples from 3 animals per group. ns, not significant.)
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Fig. 4. Antidepressant drugs display anti-TNFoe action. (A) Western blot and mRNA expression analysis on dorsal root ganglia, showing increased TNFo levels in C57BL/6] mice at
5-6 weeks after induction of the neuropathy (Western blot: n = 12 per group; mRNA: n = 6 per group; *p < 0.05). (B) mRNA expression of different neuroinflammatory-related
genes in dorsal root ganglia, evaluated by real-time PCR (n = 3 x 3 per group, *p < 0.05). (C) mRNA expression analysis confirming that the TCA nortriptyline suppressed the
neuropathy-induced overexpression of TNFoe mRNA (n = 7-9 per group, *p < 0.05). (D) Behavioral analysis of neuropathic allodynia treatment in Adrb2*/* and Adrb2~/~ mice. Twenty
days of nortriptyline or terbutaline treatment suppressed the allodynia in wild-type mice, but nortriptyline was ineffective in Adrb2~~ mice (n = 5-6 per group, *p < 0.01 vs. Sham). (E)
Western blot analysis of TNFa levels in the dorsal root ganglia of Adrb2*/* and Adrb2~'~ mice. Nortriptyline or terbutaline treatment suppressed the overexpression of mTNFa in wild-
type mice, but nortriptyline was ineffective in Adrb2~'~ mice (n = 4 per group, *p < 0.05 vs. Sham-Sal). (F) Effect of a 2-week treatment with the serotonin and noradrenaline reuptake
inhibitor venlafaxine on neuropathic allodynia (n = 10 per group, *p < 0.01 vs. pre-treatment). (G) Western blot analysis showing the anti-TNFa action of the long-term venlafaxine
treatment (n = 8 per group, *p < 0.05 vs. Sham-Sal). (H) ELISA analysis of serum TNFc, LPS injection was used as positive control (n = 6 per group).

whereas mRNA expression of TNFo receptor 1 (TNFR1) was not affected
by the neuropathy (Fig. 4B). No significant change was observed for the
other inflammatory related genes Cox-2, IL-1a, IL-13 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 TNFa associated with the long-term neuropathy (Fig. 4B).
This effect was confirmed at the mRNA level in an independent experi-
ment in C57BL/6] mice (Fig. 4C) (H225 = 9.11, p < 0.01), and it was also
observed at the protein level (Fig. 4E), using dorsal root ganglia from
wild type (Adrb27/") and 2-AR deficient (Adrb2™~) mice (Hsz4 =
1546, p < 0.01). Indeed, in wild type animals, the membrane-bound
form of TNFo (mTNFo) increased in neuropathic mice (p < 0.05 against
Sham-Saline), and this increase was reversed by either nortriptyline or
terbutaline treatments (Fig. 4E). In Adrb2~~ mice, the antidepressant

treatment was ineffective to suppress the neuropathy-induced increase
in mTNFa (Fig. 4E) (p < 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: F,15 = 77.5, p < 0.0001; post-hoc:
(NP-Nortriptyline = NP-Saline) < Sham-Saline at p < 0.001). 32-ARs
are thus indirectly mediating both the molecular and the behavioral
actions of nortriptyline.

To test whether this action on TNFow 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) (F>26 = 5.63, p < 0.01;
post-hoc: (NP-Ven = Sham-Saline) > NP-Saline at p < 0.001) and the
neuropathic overexpression of mTNFe in the lumbar dorsal root ganglia
(Fig. 4G) (Hp24 = 10.64, p < 0.005; (Sham-Saline = NP-Ven) < NP-
Saline at p < 0.05).
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The Western blot approach allows differentiating mTNFa (26 kDa)
from soluble TNFa (17 kDa). While mTNFa changed with neuropathic
pain and its treatments, the soluble form of TNFo remained
undetectable in the dorsal root ganglia. We also assessed soluble TNFo
in serum by ELISA, and no soluble TNFa could be detected (Fig. 4H).
These results support a preferential role of mTNFo in neuropathic
pain (Zhou et al.,, 2010), and reveal mTNFa as a downstream target
for antidepressant drug action.

Anti-TNFa relief of neuropathic allodynia

The concomitant loss of anti-TNFa and antiallodynic actions of
nortriptyline in Adrb2~~ mice, suggested that mTNFa 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-TNFo 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:
Fa4192 = 7.68, p < 0.0001; post-hoc: NP-Infliximab > NP-Saline at
p < 0.001 on post-surgery days 16 to 35. Etanercept: Fo4190 = 7.34,
p < 0.0001; post-hoc: NP-Etanercept > NP-Saline at p < 0.001 on post-
surgery days 18 to 35, and < 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 t0 9.5 days versus 70 h in humans;
notice instructions), but also to the fact that infliximab binds to mTNFa
with higher avidity and stability than etanercept (Scallon et al., 2002).
Together, the results support a critical role of peripheral mTNF« 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 mTNFa acts downstream of
these adrenoceptors (Etanercept, Adrb27/™ mice: F;,0 = 14.80,
p < 0.0001; post-hoc: NP-Etanercept > NP-Saline at p < 0.001. Eta-
nercept, Adrb2~/~ mice: Fs,0 = 30.22, p < 0.0001; post-hoc: NP-
Etanercept > NP-Saline at p < 0.001).

Satellite cells are the source of TNFa in dorsal root ganglia

Infliximab is an artificial mouse/human monoclonal antibody direct-
ed against TNFo, 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 mTNFo. 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 mTNFa 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 the mechanism of 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 32-ARs present on dorsal root ganglia satellite cells are
responsible for this action, and that local mTNFa 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, intrathecal manipulations 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). 32-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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Fig. 5. Direct anti-TNFo treatments relieve neuropathic allodynia. (A) The direct anti-TNFo treatments with infliximab (10 mg/kg, injected once on day 15) or etanercept (2 mg/kg, every
other day from day 15 onwards) relieved neuropathic allodynia (n = 6-7 per group, *p < 0.05 vs. Sham, *p < 0.05 NP-treated vs. NP-Sal). (B) Etanercept effect in Adrb2*/* and Adrb2 /'~
mice. Etanercept (Eta, 5 mg/kg, once a day for 3 weeks, from day 15 onwards) was still effective in Adrb2~~ mice (n = 6 per group, *p < 0.001).
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Fig. 6. Detection of TNFo by peripheral injection of infliximab. Cuff mice received acute infliximab (10 mg/kg, i.p.,n = 3), an artificial mouse/human monoclonal antibody directed against
TNFa, and were perfused 6 h post-injection. Pictures numbered 1 and 3 show TNFa detection (in red), and columns 2 and 4 show the Hoechst 33342 staining of nuclei of the same sec-
tions. Columns 3 and 4 show a larger view of the boxed areas in column 1 pictures. (A) A reticular TNFo staining was detected in the dorsal root ganglia after peripheral administration of
infliximab. No staining was detected in the spinal cord (B) or brain (C) of the same animals, confirming that infliximab does not cross the blood-brain barrier. Scale bars: 500 um in B; , and
Ci2,200 um in A; 5, B34 and Cs 4, and 50 pm in As 4. Abbreviations: Cg, cingulate cortex; dh, dorsal horn; DRG, dorsal root ganglion; LV, lateral ventricle; vh, ventral horn.

are likely satellite cells expressing mTNFo. These satellite cells are the
peripheral analogs of the central nervous system's astrocytes which
are also known to express [32-AR on their membrane in various species
including human (Mantyh et al., 1995; Trimmer et al., 1984). Moreover,
we observed that the efficacy of R2-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 32-AR functionality - through which
the antidepressant treatment acts to relieve neuropathic allodynia.
Recent data indicate that neuropathic pain may partly be considered
as a neuro-immune disorder, with a critical involvement of glial and/or
immune cells following nerve injury (Austin and Moalem-Taylor, 2011;
Thacker et al.,, 2007; Vallejo et al., 2010). The activation of these cells at
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Fig. 7. Detection of TNFa in the dorsal root ganglia. Neuropathic mice received acute infliximab (10 mg/kg, i.p., n = 3), an artificial mouse/human monoclonal antibody directed against
TNFo, and were perfused 6 h post-injection. (A) Confocal microscopy allowed to visualize TNFa (in red), cell nuclei (Hoechst 33342 in blue) and the satellite cell marker GS (in green).
TNFa was detected in GS-positive satellite cells (top pictures, white arrows) in dorsal root ganglia. TNFo was rarely detected in neurons (NT in blue, bottom pictures, NeuroTrace™). Ar-
rows on the confocal images show examples of non-neuronal TNFa staining. For both GS and NT staining, a quantification of TNFa-positive cells was done on 9 sections (3 sections x 3
animals). Scale bars: 50 um. (B) Neuronal staining and detection of TNFax in the dorsal root ganglia. Double-staining for infliximab detection and neuronal markers was done on DRG from
cuff mice (n = 3). The first line shows the neuronal staining, the second line shows the TNFa detection, and the third line is a merged picture. Calcitonin gene related peptide (CGRP),
neurofilament 200 (NF200), substance P (SP) and the isolectin IB, (IB4) were used as markers of different neuronal cell populations. TNFat was not expressed by neurons, but the
TNFa staining in the dorsal root ganglia formed a reticular network surrounding the neurons. Scale bar: 20 pm.
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Fig. 8. Schematic of the proposed peripheral action of antidepressant drugs in the context of a peripheral neuropathy. Following sciatic nerve injury, a noradrenergic sprouting is observed
in dorsal root ganglia. Antidepressant drugs inhibit noradrenaline (NA) reuptake in sympathetic varicosities (NET: transporter), thus locally increasing noradrenaline levels. Noradrenaline
stimulates 32-AR expressed by non-neuronal satellite cells, which lead to decreased mTNFo production.

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 TNFo
still display enhanced expression, which has pathophysiological
relevance. Indeed, blocking TNFo 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-TNFa drugs to relieve neuropathic allodynia.
This anti-TNFa effect of antidepressants is partial as it suppresses
neuropathy-induced TNFo overexpression without affecting basal
expression of the cytokine. The mechanism is 32-AR mediated, as
indicated by the loss of both anti-TNFo and behavioral actions of
nortriptyline in Adrb2~/~ mice.

TNFa is primarily membrane-bound (mTNFq, 26 kDa), and this
mTNFa is cleaved by the TNFa converting enzyme TACE to release the
soluble peptide (STNFa, 17 kDa). The diffusible sTNFo is the most
studied form of TNFa. However, mTNF is also biologically active as
self-assembling non-covalent bound trimers (MacEwan, 2002). After
chronic neuropathy, we did not detect sTNFa in the serum or in the
dorsal root ganglia, but we found a significant increase of mTNFa within
the dorsal root ganglia. While we cannot exclude the presence of
concentrations of sSTNFa that would be below detection threshold, our

data however support a preferential role for mTNFo. This preferential
recruitment of mTNFa 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 mTNFa 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 mTNFa 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 TNFo 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 3-AR agonists inhibit the production of
TNFa by immune and glial cells (Severn et al., 1992; van der Poll et al.,
1994) and this modulatory effect may be mediated via 32-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-TNFa treatments can be observed
in neuropathic pain, direct anti-TNFo 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-
TNFa 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-TNFo treatments are fusion proteins
capturing TNFa.. They may be considered as too effective, blocking high
pathological TNFa levels as well as physiologically relevant TNFo.
Present data on the neuropathic pain models suggest that the indirect
blunting of TNFat overexpression (as observed with antidepressants or
p2-mimetics) could be of interest, as it may preserve physiological
levels of TNFa and thus prevent some of the adverse effects of direct
anti-TNFo targeting. While this hypothesis is still speculative at this
point, the exploration of other partial inhibitors of TNFa 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 32-ARs on non-neuronal
cells. This action decreases mTNFa production and leads to the
antiallodynic effect. This finding is an important step to understand
the mechanism by which antidepressant drugs relieve this neurological
condition. Our data obtained in a mouse model suggest that directly or
indirectly targeting TNFo may 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-TNFa d’un traitement prolongé par un iPDE4

A. Infroduction

L'effet anti-TNFa d’'un fraitement par les iPDE4 a été mis en évidence dans le cas
de pathologies respiratoires (Bundschuh et al., 2001). De plus, une étude réalisée in
vifro sur des cultures de membranes synoviales provenant de patients atteints de
douleur inflammatoire chronique a démontré que I'aprémilast (iPDE4) inhibait la
syntheése de TNFa (McCann et al., 2010). Par conséquent, nous avons cherché a
déterminer si un traitement prolongé par un iPDE4 diminuait I'expression du TNFa
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
conftréles. 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 a I'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

Cing semaines apres l'induction de la neuropathie, nous observons une
augmentation significative des taux de TNFa dans les DRG (Figure R-13.B). Par
ailleurs, un traitement prolongé par le rolipram permet de restaurer des taux de TNFa

semblables & ceux observés pour les animaux Sham (Figure R-13.B).

D. Statistiques

Test statistique Interaction Statistique P-valeur
Anova Kruskal-Wallis Effet infergroupes Ho24=12,74 <0.01
Test U-Mann Whitney Sham Sal. X Cuff Sal. 7=3,30 <0.01
Test U-Mann Whitney Cuff Sal. X Cuff Rol. 1=2,67 <0.01
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Figure R-13. Effet anti-TNFa d’un traitement prolongé par un iPDE4. (A) Photographie represent-
ant les bandes obtenues aprés révélation de la membrane de Western blot. A I'aide d’'une analyse par
densitométrie nous avons évalué la quantité relative de TNFa pour chacun des groupes experimen-
taux. Les résultats indiquent une augmentation de l'intensité de marquage pour le mTNFa (26 kDa)
chez les animaux neuropathiques, alors qu’une nette diminution est observée apreés traitement par le
rolipram. (B) L’histogramme représente la quantité relative de TNFa normalisée par rapport au groupe
contréle Sham (n=8). La quantité de TNFa augmente significativement 5 semaines apres induction de
la neuropathie chez les animaux neuropathiques contréles “Cuff Saline” (n=8) alors qu’une dimininu-
tion est observée chez les animaux traités par le rolipram (n=8). Les données sont representées en
moyenne + SEM. Rol., Rolipram; Sal.,Saline.
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E. Conclusion

L'effet antiallodynique d'un traitement prolongé par le rolipram semble corrélé a
une diminution des taux de TNFa dans les DRG. Notfre étude (Bohren et al., 2013)
démontre que le TNFa serait préférentiellement exprimé par les SGCs du DRG. De
plus, une étude suggere que I'effet anti-TNFa des Rz-agonistes serait dépendant de
la production infracellulaire d’AMPc (Christiansen SH 2011). Néanmoins, le lien direct
entre I'activation de la voie AMPc/PKA et I'inhibition de la synthese de TNFa reste G
déterminer. Dans notre modéle, nous avons également démontré qu’un fraitement
prolongé par un inhibiteur de la voie NF-kB, le PDTC, supprimait ['allodynie
neuropathiqgue (donnée non montrées). Nous pouvons donc supposer que
I'expression du TNFa dans les DRG est dépendante de I'activation du facteur de
transcription NF-kB. Si certaines études suggéerent que la voie AMPc/PKA inhibe Ia
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
I'effet anti-TNFa semble étre un mécanisme commun aux antidépresseurs, Po-
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 hétérogéne constituée de neurones et de cellules non-neuronales. Il existe
plusieurs sous-types de neurones classés en fonction du diametre de leur corps
cellulaire, de I'expression de récepteurs aux neurofrophines ou de certains
neuropeptides (lll. de la partie Introduction). Les cellules non-neuronales regroupent
les SGCs ainsi que des cellules immunitaires résidentes. Nous avons donc cherché a
établir des criteres 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, I'enregistrement et I'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 a des régressions non-linéaires de type gaussien pour
déterminer si la distribution cumulée du diameétre des corps cellulaires (dec) (Figure R-
14.B) pouvait étre ajustée par 2 ou 3 courbes gaussiennes.

La premiere équation (I) comporte deux gaussiennes :

f(x) = (Ni1/2)*(1 + erf( ((X-tn)/on)/sart(2))) + (N2/2)*(1 + erf( ((X- p2)/02)/sart(2)))

N, y et o décrivent respectivement I'effectif cumulé, la moyenne et la variance de
chacune des distributions.

La seconde équation (ll) comporte trois gaussiennes :

f(x) = (N1/2)*(1 + erf( ((X-p1)/or)/sart(2))) + (N2/2)*(1 + erf( ((X- p2)/o2)/sart(2)))+ (N3/2)*
(1+ erf( ((X- ps)/os)/sart (2)))

Les deux types d'ajustement sont effectués et comparés par un test statistique de

Fischer. Si I'ajustement réalisé avec I'équation (ll) est significatif par rapport &
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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 diamétre entre les différents corps cellulaires.
(B) Ajustement non-linéaire de la distribution cumulée du diamétre des neurones du DRG. La distribution
cumulée a été ajustée par 3 courbes gaussiennes. (C) Les parameétres p (moyenne), s (déviation standard) et
N (effectif cumulé) ont été déterminés pour chacun des ajustements. (D) La representation graphique de
I'ajustement a 3 courbes gaussiennes sur I'histogramme de distribution du diamétre des neurones du DRG.
Notons que la population neuronale ayant un diamétre moyen de 44 um est faiblement representée. Les
différents modéles d’ajustements sont comparés par un test statistique de Fischer. Si un ajustement est signifi-
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I'équation (I), alors les paramétres p et o sont analysés statistiquement par la
méthode des asymptotes. La distribution cumulée des dcc se caractérise par un
ajustement & 3 courbes gaussiennes (Figure R-14.B), pour laquelle les parametres N,
U et o ont été déterminés (Figure R-14.C). Ainsi, nous distinguons 3 classes de
neurones. Les neurones de petit diametre (@ moyen = 21,2 um), les neurones de
diametre moyen (@ moyen = 35,3 um) et enfin les neurones de gros diametre (@ moyen =
44 um). L'histogramme indique que les neurones de petit diametre, correspondants

a 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 diametre (Zwick et al., 2002).
L'application de capsaicine (4 secondes) d 2 uM induit une enfrée massive de
calcium provenant du milieu extracellulaire se fraduisant 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 a la distribution des
neurones ayant répondu a la capsaicine par un test de Kolmogorov-Smirnov (Figure
R-15.C). On remarque qu’environ 80% des neurones qui expriment ce récepteur ont

un diametre inférieur ou égale & 25 um.

3. Identification des cellules non-neuronales du DRG

Sur nos cultures de DRG I'application d’ATP (50 uM) entraine une augmentation
de la concentration intracellulaire de calcium dans les neurones et les cellules non-
neuronales (Figure R-16). A [l'inverse, |'application d'UTP (50 uM), 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
KCI (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
I'inverse une cellule a été identifiée comme non-neuronale lorsqu’'une absence de

réponse au KCl et une réponse a I'UTP a été observée.
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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
I'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 yM) augmente la concentration intracellulaire de
calcium et cela se traduit par une augmentation du ratio R=F,, / F,, dans le neurone et la cellule
non-neuronale. L’application d’'UTP (50 pyM) induit une augmenation de R dans la cellule non-
neuronale, alors qu’aucune variation n’est observée dans le neurone. Ainsi, une réponse suite a
I'application d’'UTP associée a une absence de réponse au KCl est le critére servant a identifier les
cellules non-neuronales.
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D. Statistiques

Estimation | Asymp. SE | P-valeur Asymp. < 95% Asymp. > 95%

M 21.18 0.04 <0.001 21.11 21.26
o1 3.70 0.03 <0.001 3.64 3.76

Ni 347.30 3.08 <0.001 341.26 353.35
M2 35.34 0.24 <0.001 34.86 35.82
o2 3.27 0.55 <0.001 2.19 4.35

N2 93.02 40.95 <0.05 12.56 173.47
M3 43.98 5.08 <0.001 34.01 53.96
o3 6.90 2.94 <0.05 1.14 12.67
N; 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
I'existence de 3 populations neuronales distinctes. Néanmoins I'analyse statistique
des parametres de I'ajustement a révélé que l'effectif cumulé N3 (de la 3éme
population) était non significatif (D. Statistiques). La petite proportion de neurones Ap
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.

154



Il. Sensibilité des neurones et des cellules non-neuronales a un iPDE4

A. Introduction

Sur des cultures de DRG d'animaux neuropathiques, les récepteurs Po-
adrénergiques sont exclusivement portés par les cellules non-neuronales (Bohren et
al., 2013, Chapitre 4 section |. des Résultats). A I'inverse, aucun effet de cet agoniste
n'a été observé sur des cultures issues d'animaux controles. Considérant qu'une
différence fonctionnelle puisse exister entre les cultures de DRG d’animaux
neuropathiques et contréles, nous avons voulu tester la différence de sensibilité a un

iPDE4 entre ces deux conditions.

B. Protocole

Les DRG ont été prélevés chez des animaux Cuff et Sham 5 semaines apres la
chirurgie. La mise en culture est effectuée selon le méme schéma expérimental que
précédemment (section V. Méthodes générales). Les expériences d'imagerie

calcium ont débuté environ 18 heures apres I'ensemencement.

C. Résultats

1. Effet d’'un iPDE4 sur des cultures de DRG d’animaux neuropathiques

Le rolipram (100 uM) (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 méme effet est observé pour les cellules non-neuronales, ou
environ 25% des cellules sont recrutés en condition neuropathique alors que ce
chiffre tombe a 5% chez les animaux contréles (Figure R-17.A). Le tracé représente
I'enregistrement d'une cellule non-neuronale ayant répondu & I'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 & une concentration de rolipram
de 100 uM 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 a 10 yM ou 100 pM, le
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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 I'évolution du ratio de fluorescence d’une cellule non-neuronale au cours du
temps. L’application d’UTP (50 uM) induit un changement de R alors qu’aucune réponse n’est
observée aprés application de KCI (50 mM). De plus, une augmentation de la concentration intracellu-
laire de calcium est observée lors de I'application de rolipram (100 yM).
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Figure R-18. Analyse de I’action d’un iPDE4 : dose-réponse. (A) Histogramme représentant le
pourcentage de neurones et de cellules non-neuronales ayant répondu au rolipram a 10 uM et 100
M. Cette étude a été réalisée sur des cultures de DRG d’animaux Cuff. On observe une réduction
du nombre de neurones répondant au rolipram a une concentration de 10 uM. A l'inverse, aucun
changement n’est observé pour les cellules non-neuronales. (B) Courbe de dose-réponse des
neurones aprés application de rolipram a 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 pM, 100 uM, et 300 uM. Un ajuste-
ment par une courbe exponentielle a été effectué permettant de décrire 'amplitude du pic de fluores-
cence en fonction du logarithme de la concentration de rolipram. Les paramétres A1 (Vmax) et A2
(EC50) sont analysés statistiquement par la méthode des asymptotes.
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rolipram recrute environ 25 a 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 compléete de dose-réponse. En revanche,
dans le cas des réponses neuronales, une étude de dose-réponse a pu étre
effectuée. Pour cela, des applications successives de rolipram a une concentration
de 1 uM, 3 uM, T0uM, 30 uM, 100 uM et 300 uM ont été réalisées. L'ajustement d'une
courbe de dose-réponse a été effectué a partir des valeurs individuelles d’amplitude
obtenues pour chaque cellule et normalisées par I'amplitude mesurée a la
concentration de 10 yM. La courbe de dose-réponse est décrite par I'équation
suivante @ f(X)=Ama*X/(X+K) oU Amox represente I'amplitude maoximum et K
correspond a la valeur de la concentration efficace a 50% (CEso). Les parametres
Amax €t K ont été analysés statistiquement (méthode des asymptotes). Pour un souci
de clarté, I'ajustement de la courbe de dose-réponse illustré par la figure R-18.B, a
été effectué a partir des amplitudes moyennes et exprimées en fonction du
logarithme de la concentration de rolipram. La constante K (CEso) déterminée a

partir de I'ajustement est de 30 uM.

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 a la distribution cumulée des neurones n'ayant pas répondu d cette
substance (ll) par un test de Kolmogorov-Smirnov. Nos données indiquent que la
distribution (l) differe significativement de la distribution (ll). Cela signifie que le
rolipram active un contingent de neurones dont le diametre moyen differe
significativement de la distribution totale. En effet, environ 80% des neurones

sensibles au rolipram ont un diametre inférieur ou égal a 22 um (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

Parameétre | Estimation Asymptote SE P-valeur
Amax 2.85 0.33 <0.001
K (CEso) 29.86 12.13 <0.05

157



*k%k

—_
I

0.8+

0.6

— Rolipram non-responsive neurons
— Rolipram-responsive neurons

0.4

Relative Cumulative Frequency

0 10 20 30 40 50 60 70

Diameter (um)

Figure R-19. Identification du sous-type de neurone recruté. Comparaison
de la distribution cumulée du diamétre des neurones du DRG répondant au
rolipram et des neurones insensibles au rolipram. On observe que 80% des
neurones répondant au rolipram ont un diameétre inférieur ou égal a 25 ym.
L’analyse statistique est effectuée par un test non-paramétrique de
Kolgomorov-Smirnov a * p< 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 contréles. Nous avons montré que la terbutaline, p2-
agoniste, active sélectivement les cellules non-neuronales du DRG (Bohren et al.,
2013, Chapitre 4 section I. des Résultats). Le récepteur p2-adrénergique appartient
la famille des récepteurs couplés aux protéines Gs et sa stimulation entraine une
augmentation des taux intracellulaires d’AMPc. Les données moléculaires suggerent
que les PDE4 sont activées suite a la stimulation des récepteurs B2-adrénergiques.
Celles-ci sont responsables de I'hydrolyse de I'AMPc (Bruss et al., 2008), participant
ainsi au mécanisme de rétrocontréle négatif. L'augmentation de la sensibilité des
cellules non-neuronales au rolipram suggere |'existence d'un tonus de production
d’'AMPc dans les neurones et les cellules non-neuronales. De plus, certaines données
suggerent que I'augmentation de la concentration d’AMPc dans les cellules non-
neuronales conduit a I'inhibition de la synthese de cytokines pro-inflammatoires
comme le TNFa (Christiansen et al., 2011; Bohren et al., 2013).

A l'inverse, de nombreuses études indiquent que [I'activation de la voie
AMPc/PKA conduit a une hyperexcitabilité des neurones sensoriels, et cela a pu étre
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 a la classe
des neurones de type C ou AS ayant un diametre inférieur a 22 um. Ces études ex
vivo laissent & penser que le rolipram aurait un double effet sur la fransmission de
I'information nociceptive. Ainsi, son action sur les cellules non-neuronales serait
corrélée a une activité antinociceptive alors que son action neuronale pourrait étre
considérée comme pronociceptive (voir aussi Chapitre 5 section IV. des Résultats ci-
apres).

L'étude de dose-réponse révele que le pourcentage de neurones répondant &
une concentration de 10 yM est quasi nul. A I'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 genes 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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lll. Origine du calcium et réle du récepteur pB2-adrénergique

A. Introduction

Les données de la littérature indiquent que I'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 a I'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 I'origine du calcium mis en jeu lors de I'activation des
neurones et des cellules non-neuronales par un iPDE4. Enfin, de nombreuses études
suggerent I'existence d'un couplage entre les récepteurs Bo-adrénergiques et les
PDE4. En ce sens, une approche in vivo et ex vivo a été utilisée afin d'évaluer I'effet
du rolipram chez les souris sauvages et déficientes pour le récepteur Po-

adrénergiques.

B. Protocole

L'origine du calcium mis en jeu a été déterminée en utilisant des cultures de DRG
d’'animaux C57BL/éJ prélevées entre 5 et 8 semaines apres l'induction de la
neuropathie.

Le role des récepteurs P2-adrénergiques a été évalué ex vivo et in vivo. Pour celq,
les DRG ont été prélevés chez des animaux Cuff sauvages et déficients pour les
récepteurs Po-adrénergiques. La mise en culture est effectuée selon le méme
schéma expérimental que précédemment (section V. Méthodes générales). Les
expériences d'imagerie calcium ont été réalisées enfre 18 et 24h apres la mise en
culture. Enfin, I'effet antiallodynique d’'un traitement prolongé par le rolipram a été
mesuré chez des souris sauvages ou déficientes pour les récepteurs Po-

adrénergiques.
C. Résultats
1. Origine du calcium (Ca?*)
Lorsque I'enregistrement a été effectué en présence de Ca? dans le milieu

extracellulaire, 100% des neurones ont répondu au KCI alors que ce chiffre tombe G

moins de 2% en absence de Ca?* dans le milieu (Figure R-20.B). La dépolarisation de
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la cellule engendrée par I'application de KCI enfraine I'ouverture de canaux
voltage-dépendants provoquant une entrée massive de Ca?* extracellulaire. Nous
avons ensuite démontré que I'activation des cellules neuronales et non-neuronales
par le rolipram nécessite le recrutement du Ca?* provenant du milieu extracellulaire.
En effet, environ 18% des neurones enregistrés répondent au rolipram alors que ce
chiffre tombe & 5% en I'absence de Ca?* extracellulaire (Figure R-20.A). De méme,
nous observons une diminution significative du pourcentage de cellules non-

neuronales sensibles au rolipram en I'absence de Ca?t extracellulaire (Figure R-20.A).

2. Role du récepteur B2-adrénergique

Respectivement 18% et 14% des neurones ont répondu au rolipram chez les souris
sauvages et déficientes pour les récepteurs B2-adrénergiques. De la méme maniere,
environ 25% des cellules non-neuronales ont répondu chez les souris les sauvages
confre 20% chez les animaux deficients pour ce récepteur (Figure R-21.A). Ainsi, il
semble que les réponses au rolipram ne soient pas dépendantes de la présence des
récepteurs Po-adrénergiques. Au niveau comportemental, nos résultats montrent que
I'effet antiallodynique du rolipram apparait aprés environ 12 jours de traitement
chez les animaux sauvages et que ce délai est maintenu chez les animaux déficients

pour les récepteurs B2-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
. Groupe X Cuff Rolipram > Cuff Saline Jour 27-37 | <0.001
Rolipram WT F =14,60 | <0.001
P Temps 10140 Cuff Rolipram = Sham Saline | Jour 34-37 | >0.05
. " Groupe X Cuff Rolipram > Cuff Saline | Jour 29-37 | <0.001
Rolipram -AR” Fion=12,60 | <0.001 ; ,
b P Temps | %' Cuff Rolipram = Sham Saline | Jour 3437 | >0.05
Interaction Type cellulaire Test statistique | P-valeur
Sans Ca?t X Avec Ca?* Neurones Fischer <0,01
Sans Ca?t X Avec Ca?* Cellules non-neuronales Fischer <0.01
KCl avec Ca?* X KCl sans Ca?* Neurones Fischer <0,001
WT X KO B2-AR Neurones Fischer > 0,05
WT X KO B2-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 : role 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 a une application de KCI (50 mM) en absence et en présence de calcium extracellulaire.
Ce résultat est utilisé comme un contrdle des conditions expérimentales.
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Figure R-21. Mécanisme d’action d’un iPDE4 : réle du récepteur B,-adrénergique. (A)
Histogramme illustrant le pourcentage de cellules neuronales et non-neuronales répondant au
rolipram. Aucune différence n’est observée entre les animaux sauvages et déficients pour le
récepteur B,-adrénergique. (B) (C) L'effet antiallodynique d’un traitement prolongé par le rolip-
ram a été mesuré chez des animaux sauvages et déficients pour le récepteur 3,-adrénergique
(n=6-8/groupe). L’effet thérapeutique apparait aprés environ 14 jours de traitement. Les
données sont exprimées en moyennes + SEM. Sal., Saline.
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I'augmentation de la concentration de calcium intracellulaire est liée a I'ouverture
de canaux membranaires sur les neurones et les cellules non-neuronales.

Une étude publiée en 2001, montre que les récepteurs Rz2-adrénergiques peuvent
s'associer d un canal calcium formant ainsi un mMmacrocomplexe composé de
I'adénylate cyclase et de la PKA (Davare et al., 2001). La régulation de la voie
AMPCc/PKA pourrait donc influencer I'état de phosphorylation de ces canaux et par
conséquent leur probabilité d’ouverture. Mais I'effet du rolipram reste présent en
I'absence des récepteurs Pz-adrénergiques. Ces résultats laissent supposer que
I'effet du rolipram observé chez les animaux déficients pour le récepteur Po-
adrénergique pourrait étre lié soit a I'activation d’'autres récepteurs exprimés sur les
SGCs du DRG, soit d une augmentation tonique de la production d’AMPc, ces deux
mécanismes n'étant pas exclusifs I'un de I'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 I'activité de I'adénylate
cyclase en condition neuropathique. En effet, une étude relate que
I'hyperexcitabilité des neurones des DRG ex vivo serait lié a une activation accrue
I'adénylate cyclase conduisant & la production d’AMPc (Song et al., 2006). Ainsi,
I'effet du rolipram observé chez les animaux déficients pour le récepteur Po-
adrénergiques pourrait étre lié a une suractivation de I'adénylate cyclase dans les

SGCs se traduisant par une augmentation tonique de la production d’AMPc.
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IV. Rolipram et hyperalgésie : réle 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 I'effet anti-
TNFa du rolipram serait lié a son action sur les cellules non-neuronale, de la méme
maniere que lors d'un fraitement par les B2-agonistes (Bohren et al., 2013, Chapitre 4
section |. des Résultats).

A l'inverse, certaines études suggérent que |'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 I'effet
neuronal était présent lorsque le rolipram était appliqué a de forte concentration ex
vivo (Chapitre 5 section Il. des Résultats). Aux doses utilisées dans nos études
comportementales, nous n'avons pas réussi a mettre en évidence I'effet
pronociceptif du rolipram. En effet, I'administration de rolipram par voie systémique
a 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 diamétre
inférieur a 25 um (neurones C et/ou AS) ou est majoritairement exprimé le récepteur
TRPV1 (Zwick et al., 2002). L'activation du récepteur TRPV1 conduit au recrutement
d'un complexe composé de I'adénylate cyclase et de la PKA modulant ainsi
I'activité du récepteur (Efendiev et al., 2013). Par conséquent, nous avons testé ex
vivo I'action du rolipram sur I'état de désensibilisation du récepteur TRPV1. In vivo,
nous avons évalué I'effet d'une injection locale de rolipram sur I'hypersensibilité

meécanique induite par une application topique de capsaicine.

B. Protocole

1. Imagerie calcium : protocole de désensibilisation
Les DRG provenant des segments lombaires L4, L5 et L6 sont mis en culture selon le
méme protocole que décrit précédemment (section V. Méthodes générales)
Le protocole de désensibilisation consiste en I'application répétée d'une solution de
capsaicine (2 UM, 4 secondes), a 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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premieres applications et la 8éme application) ou de rolipram (pour la 6eme

application) a été effectuée 1 minute avant chaque application de capsaicine.

2. Effet d’'une application topique de capsaicine

Ces expériences ont été effectuées sur des souris mdles C57BL/6j dgées de 6 a 8
semaines. Le seuil de sensibilité mécanique est déterminé avant la procédure
d’'injection (test 1) (Figure R-23.A). Les animaux ont recu une injection intraplantaire
de rolipram (0,2 mg/ml) (Cunha et al., 1999) ou de solution véhicule. Brievement, une
seringue Hamilton de 50 uL est insérée sous la surface plantaire et un volume de 10
uL est injecté. L'injection est réalisée sous anesthésie gazeuse (Isoflurane 2%) et
effectuée de facon unilatérale. Immédiatement apres I'injection, une application
topique d’'une solution de capsaicine (0,1 mM dans 50% d’éthanol avec du NaCl
0,9%) ou de véhicule a été effectuée a I'aide d’'un coton tige sur la surface plantaire
de I'animal préalablement traitée. Le seuil de sensibilité mécanique des animaux est

évalué 15 minutes apres I'injection (test 2) (Figure R-23.A)

C. Résultats

1. Rolipram et récepteur TRPV1

L'application répétée de capsaicine entraine une diminution progressive de
I'amplitude des réponses calciques. Pour chaque cellule, la décroissance observée
a été aqjustée par une courbe exponentielle dont I'équation est la suivante :
Y=A0*EXP (-Taux*X) ou AO correspond a I'amplitude au temps 0 et taux représente
un constante de temps. La sixieme application de capsdicine, a été précédée par
une perfusion de rolipram pendant 1 minute dans le bain. La valeur moyenne de
I'amplitude correspondante est représentée par le point violet (Figure R-22.A). A
I'aide de I'équation ci-dessus, nous avons déterminé la valeur théorique de
I'amplitude de la réponse sans prétraitement par le rolipram. Cette valeur est
représentée sur I'histogramme par la barre grise (Figure R-22.B). La valeur mesurée
est comparée a la valeur théorique calculée a partir de I'ajustement, en utilisant un
test T de Student. Ainsi, nous avons montré que la valeur de I'amplitude mesurée est

significativement supérieure a la valeur théorique.
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Figure R-22. Mécanisme d’action d’un iPDE4 : réle du récepteur TRPV1. (A) Tracé representant la
decroissance de I'amplitude du pic de fluorescence lors d’applications répétées de capsaicine (2 puM)
pendant 4 secondes a intervalles de 3 minutes. Les 5 premiéres applications de capsaicine (en vert) ont été
précedées d’une perfusion de solution extracellulaire. La sixieme application (en violet) est précédée d’une
perfusion de rolipram (100 uM, 20 s). Enfin, une période de “wash” de 3 minutes est effectuée avant une
derniére application de capsaicine (en bleu). Le profil de désensibilisation de la réponse calcique a été
ajusté a l'aide d’'un courbe exponentielle pour chacune des cellules enregistrées (n=16), et I'ajustement a
été réalisé a partir des valeurs d’amplitudes observées lors des 5 premiéres applications. La mesure des
parameétres 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
I'amplitude des réponses suite a une application répétée de capsaicine. La valeur mesurée (en violet) est
comparée a la valeur théorique (en gris) calculée a partir de I'ajustement, et qui represente I'amplitude de la
réponse théorique sans pré-traitement par le rolipram.
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Figure R-23. Réle du récepteur TRPV1 : données comportementales. (A) La sensibilité mécanique
est évaluée par le test des filaments de von Frey. Les valeurs de seuil avant le traitement (en blanc) et
aprés le traitement (en jaune) sont representées pour chacun des groupes experimentaux
(n=6/groupe). Les animaux ont recu une injection intraplantaire de rolipram (10 yL) ou de solution
véhicule. Celle-ci est suivie d’'une application topique, sur la surface plantaire de I'animal, d’'une solution
de capsaicine (0,1 mM). Les valeurs de seuil de sensibilité sont déterminées avant l'injection (test 1) et
15 minutes apres l'injection intraplantaire et I'application topique (test 2). (B) Chez les animaux ayant
regu une injection intraplantaire de solution véhicule, I'application topique de capsaicine n’a aucun effet
sur le seuil de sensibilité mécanique. De la méme fagon I'administration intraplantaire de rolipram ne
modifie pas le seuil de sensibilité mécanique. Enfin, linjection intraplantaire de rolipram induit une
hypersensibilité mécanique aprées application topique de capsaicine. Les valeurs sont exprimées en
moyennes + SEM. Caps.,capsaicine ; Rol., Rolipram ; Veh.,véhicule.
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2. Sensibilité mécanique.
L'application topique de capsaicine a faible concentration (0,1 mM) faisant suite
a 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 I'effet de la capsaicine. En effet, nous observons une diminution

significative de la valeur du seuil de sensibilité mécanique (test 2) (Figure R-23.B).

D. Statistiques

Données ex 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
Infraplantaire X Topique X Temps Anova Fi20=25,74 <0,05

E. Discussion et conclusion

L'application répétée de capsaicine induit diminue progressivement I'amplitude
des réponses au cours du temps. Nous avons démontré que le rolipram potentialise
transitoirement |'effet de la capsaicine sur son récepteur. En effet, la valeur de
I'amplitude mesurée apres application de rolipram est significativement supérieure a
I'amplitude détectée lors de la précédente application. Ainsi, ces données nous
permettent d'affiimer que le rolipram potentialise I'effet d'un agoniste des
récepteurs TRPV1.

Nous avons également montré que la pente de la courbe exponentielle n'était
pas modifiée par I'application de rolipram. En effet, I'amplitude mesurée lors de la
7¢me application de capsaicine est inférieur O celle obtenue lors de 5¢me application.
Cette donnée indique que lI'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, I'action de la capsdicine sur son récepteur a été évaluée sur
une méme cellule, et un seul point temporel a été utilisé pour mesurer I'effet du
rolipram. Cela nous a permis d’utiliser chaque cellule comme son propre contréle et
ainsi de diminuer considérablement le nombre de cellules nécessaires pour I'analyse
statistique. Afin de déterminer I'implication potentielle du rolipram sur I'état de

désensibilisation du récepteur, les prochaines études devront étre réalisées sur deux
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groupes de cellules indépendants. De cette maniere, 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 recu une administration
infraplantaire de rolipram comparés aux animaux traités par la solution véhicule.
L'absence de réponse suite a une application de capsaicine a faible concentration,
suggere 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 I'effet de la capsaicine sur son récepteur. Au niveau
physiologique I'effet observé pourrait étre lié a I'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 I'effet neuronal pronociceptif du rolipram
pourrait étre lié a son action sur le récepteur TRPV1.

Néanmoins, il convient de noter que I'expression du récepteur TRPV1 ne se limite
pas aux neurones du DRG. En effet, des données ont révélé I'expression de ce
récepteur dans les kératinocytes de [|'épiderme (Inoue et al, 2002). Ainsi,
I'hypersensibilité induite par la capsaicine pourrait étre liée a une activation locale
de ces récepteurs. Enfin, bien que l'effet de la capsaicine sur la sensibilité
mécanique ait déja été démontré (Yalcin et al., 2011), il semblerait toutefois
nécessaire de tester son effet sur la sensibilité thermique des animaux.

Pour résumer, nos résultats indiguent que le rolipram peut induire des effets
opposés sur le systeme nociceptif. En effet, son action non-neuronale, présente a
faible concentration ex vivo, serait corrélée a I'activité anti-TNFa de la molécule
dans les DRG comme cela avait pu étre observé lors d'un traitement par Po-
agonistes (Bohren et al., 2013, Chapitre 4, Section |. des Résultats). A I'inverse,
I'action neuronale du rolipram, présente a de fortes concentrations ex vivo, semble
traduire un effet pronociceptif de la molécule via le recrutement du récepteur
TRPV1. Ainsi, I'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 modéle in vivo de douleur neuropathique

Un modéle animal est un outil permettant I'étude et la modélisation d'un
processus physiopathologique préalablement décrit chez I'Homme. Un modéele
animal pertinent doit répondre a plusieurs critéres : une validité homologique
(similarité des étiologies et des mécanismes biologiques sous-jacents), une validité
phénoménologique (le modéle est capable de reproduire les symptomes de la
pathologie) et une validité prédictive (les traitements efficaces en clinique doivent

I'’étre chez le modele) (Willner, 1984).

A. Validité homologique

La validité homologique d'un modele évalue la similarité des processus
physiopathologiques qui caractérisent la maladie décrite chez I'Homme (Belzung
and Lemoine, 2011). De nombreux modeles de douleurs neuropathiques ont été
développés chez le rongeur. Une grande partie des études réalisées dans ce
domaine utilisent des modeéles de douleurs neuropathiques d'origine fraumatique liés
a des lésions mécaniques du systéme nerveux périphérique (Bennett and Xie, 1988;
Seltzer et al., 1990; Kim and Chung, 1992; Decosterd and Woolf, 2000). La facilité
d’'acces du nerf sciatique en fait une cible privilégiée dans la plupart des modeles
utilisés (Barrot, 2012).

Au niveau clinique, les névralgies se définissent comme des Iésions ou des
iritations du nerf périphérique, se fraduisant par I'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 a linsertion du nerf au niveau spinal, et se
définissent alors comme des radiculopathies nerveuse. Les neuropathies d’origine
traumatique peuvent également intervenir a la suite d'interventions chirurgicales. En
effet, cela est observé lors de thoracotomies ou la compression des nerfs
intercostaux entraine I'apparition de douleurs chroniques d composante
neuropathique (Guastella et al.,, 2011). De plus, les compressions nerveuses
observées chez les patients s’accompagnent de modifications histopathologiques
dans le nerf |ésé (Koike et al., 2010). De telles mo difications ont également été
observées dans le modele du Cuff. En effet, la compression du nerf sciatique

entraine une diminution du nombre de fibres myélinisées de gros diametre mais
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également une altération des fibres amyéliniques de petit diametre (Mosconi and
Kruger, 1996). Ces modifications s'accompagnent d'une dégénérescence
Wallerienne correspondant a la démyélinisation des axones au site de Iésion
(Mosconi and Kruger, 1996).

Les enregistrements microneurographiques réalisés chez les patients douloureux
neuropathiques révelent I'apparition d'activités électriques spontanées au sein du
nerf l[ésé pouvant tfraduire I'apparition de douleurs spontanées chez le patient (Serra,
2012). De telles modifications électrophysiologiques des fibres afférentes primaires
ont également été décrites dans des modeles animaux de douleur neuropathique
d'origine traumatique (Nakamura and Atsuta, 2004).

Dans la majorité des cas, il semble que I'apparition de douleurs neuropathiques
d’origine traumatique chez le patient soit liée a I'apparition de compression des
nerfs périphériques (syndrome canalaire, syndrome radiculaire, polykystose). Les
syndromes canalaires correspondent a une réduction de la taille du canal ou
cheminent les nerfs périphériques. A I'inverse, les syndromes radiculaires représentent
une réduction du foramen intervertébral se traduisant par une compression de la
racine. Dans le modéle du Cuff, la compression réalisée a I'aide du manchon se
situe sur le trajet du nerf périphérique se rapprochant un peu plus de syndromes
canalaires observés chez I'Homme. |l convient de noter que les compressions
nerveuses observées en clinique sont liées a des mécanismes physiologiques
(compression lieée a un muscle) ou physiopathologiques (compression liée a une
tumeur bénigne ou maligne). Dans nofre modele, I'introduction d’un corps étranger
permettant d’'induire une compression ne reflete pas forcement les mécanismes
physiopathologiques observés chez I'Homme, mais offre une grande reproductibilité.
Ces modeles tentent ainsi de se rapprocher de [I'étiopathogénie clinique des
neuropathies d’origine traumatique chez les patients, et semblent suffisamment
pertinents pour I'étude des mécanismes sous-tendant [|'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 symptémes observés chez
I'Homme. Les comportements observés chez I'animal font suite & I'apparition de

douleurs « spontanées » ou de douleurs « provoquées » par un stimulus externe, ces
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dernieres étant de ce fait considérées comme des phénomenes d'hyperalgésie et
d'allodynie. Les modifications comportementales liées a la compression nerveuse
induite par le Cuff peuvent étre corrélées avec certains symptdomes présents chez

"Homme.

1. Modélisation de comportements provoqués

Nous observons quelques jours apres l'induction de la neuropathie le
développement d'une allodynie mécanique statique et ipsilatérale a la lésion.
L'appréciation de I'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 derniere soit plus frequemment observée (Hansson, 2003). De
plus, il semblerait que ces 2 types d'allodynies soient liés & la stimulation de fibres
sensorielles différentes (Field et al., 1999). L'appréciation de I'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 & cause de la faible
reproductibilité des résultats.

Dans le modele du Cuff, nous observons I'apparition d'une hypersensibilité
thermique qualifiee d’hyperalgésie. Celle-ci se met en place des les premiers jours
suivant la chirurgie mais disparait environ 3 semaines apres I'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 modele utilise. En effet, dans un modele de constriction du nerf
sciatique I'hypersensibilité thermique se développe rapidement et perdure pendant
plusieurs semaines (Bennett and Xie, 1988) alors qu’elle est le plus souvent absente
dans un modele de ligature des nerfs spinaux (Roytta et al., 1999). A I'exception de
certains types de neuropathies, I'hnyperalgésie 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 modeéles de douleur
neuropathique (Gregory et al., 2013) mais les essais réalisés dans le modele du Cuff
se sont avérés peu probants. Contrairement a I'hyperalgésie au chaud, la présence
d'une allodynie au froid semble étre un symptdme 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 révele que les hypoesthésies (au chaud ou au froid) sont les
signes cliniques les plus souvent observés et pour lesquels des mesures chez I'animall
n'ont pas été proposées (Bouhassira et al., 2005).

En clinique, les douleurs neuropathiques se fraduisent par |'apparition de
symptdmes parfois différents pour des étiologies semblables (von Hehn et al., 2012).
Cette différence peut étre liée a la diversité des mécanismes physiopathologiques
sous-jacents. Bien que la qualité du modéele puisse éfre en lien avec le nombre de
symptémes décrits, un modele pertinent ne doit pas forcément rendre compte de
I'intégralité des symptémes pouvant étre présent chez 'Homme, sachant que ces

symptdémes sont rarement tous présents chez un méme patient.

2. Modélisation de comportements spontanés

L'expérience douloureuse chez I'Homme comprend une dimension sensorielle,
affective et cognitive. En clinique, les douleurs neuropathiques se caractérisent par
I'apparition de douleurs spontanées chez le patient et constituant I'un des
symptdmes les plus frequemment observés (Klein et al.,, 2005). L'évaluation de
douleurs spontanées nécessite |I'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 étre mesuré chez I'animal.

L'expression douloureuse comprend une composante émotionnelle pouvant aussi
étre mesurée par I'expression faciale du patient, notamment lorsqu’il ne peut
s'exprimer. En effet, I'échelle des «visages» est un outil d'aide au diagnostic
classiguement utilisé en clinique et permettant d'évaluer I'intensité douloureuse chez
le petit enfant. Récemment, des études ont montré que la mesure de I'expression
faciale chez la souris (Langford et al., 2010) et le rat (Sotocinal et al., 2011) pouvaient
constituer un bon critére d'évaluation de la douleur spontanée chez I'animal dans
différents modeles animaux de douleurs aigués. 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 I'utilisation d'une telle mesure dans

notre modele (Langford et al., 2010).
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Plus récemment, I'utilisation de conditionnements de place a permis d’'étudier les
comportements douloureux dits « spontanésy» chez I'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 intrinseques non récompensantes chez I'animal non douloureux. En
utilisant cette méme procédure de conditionnement de place chez la souris, les
fravaux récemment menés par de I'équipe ont permis de mettre en évidence la
présence de douleur spontanée dans le modele du Cuff (Barthas et al., 2014). Enfin,
environ 30% des patients atteints de douleur neuropathique développent des
troubles de I'numeur. L'utilisation de tests comportementaux a permis Id aussi de
mettre en évidence I'apparition de phénotypes de type anxieux et dépressifs dans
le modele du Cuff (Benbouzid et al., 2008b; Yalcin et al., 2011a).

C. Vdlidité prédictive

Une des fonctions d'un modele animal de pathologie est de permettre d’'évaluer
I'efficacité thérapeutique de nouveaux fraitements. La validation prédictive d'un
modele de douleur repose sur sa sensibilité aux analgésiques classiquement utilisés.
Pour la douleur neuropathique, ce sont les antidépresseurs ou les anticonvulsivants.
Dans le modele du Cuff, I'effet antfiallodynique des antidépresseurs et des
anticonvulsivants est observé d doses modérées lors d’'une administration prolongée.
Par ailleurs, le délai thérapeutique semble similaire d celui observé en clinique chez
les patients traités par antidépresseurs (Attal et al., 2010) renforcant ainsi la
pertinence clinique du modele utilisé. Cet effet s'observe dans le modéle du Cuff
pour des molécules efficaces en cliniue comme les ATC (amitriptyline) et les IRSN
(duloxétine). Par contre, la fluoxétine n'a aucun effet thérapeutique dans notre
modele ce qui rejoint les données cliniques obtenues chez I'Homme démontrant
une efficacité limitée des ISRS dans le traitement de la douleur neuropathique. Enfin,
les douleurs neuropathiques sont connues pour étre résistantes aux anti-
inflammmatoires non-stéroidiens et cela a pu étre confirmé dans notre modeéle ou un
traitement par le kétoprofene n'a pas effet sur I'allodynie neuropathique (Benbouzid
et al., 2008b).

La valeur prédictive d'un modéle de douleur repose d'une part sur sa sensibilité
aux analgésiques utiliseés en clinique et d'autre part sur sa capacité a prédire

I'efficacité de nouveaux traitements pharmacologiques. Néanmoins, il convient de
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noter que le potentiel analgésique de médicaments est souvent évalué chez
I'animal sur le développement de comportements « provoqués » comme |'allodynie
ou I'hyperalgésie (Mogil and Crager, 2004). Dans les études cliniques, I'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 I'animal (Le Bars et al., 2012). Les moyens mis en oeuvre pour
mesurer |'effet analgésique des médicaments dans les domaines clinique et
préclinique pourraient participer pour partie au succes limité du passage de la
paillasse a la clinigue humaine. Ce succes limité pourrait aussi étre lié aux différents
protocoles d'administrations utilisés. En effet, lors d'études précliniques, |'effet
analgésique des composées est souvent testé en aigu, a doses fortes ne reflétant pas
la condition dans laquelle est utilisé le médicament en clinique (Berge, 2011). Dans le
modeéle du Cuff, nous avons démontré qu'un fraitement prolongé par un B2-agoniste
a un effet antiallodynique. Au niveau clinique, une étude dont le but est d'évaluer
I'efficacité des Po-agonistes dans le fraitement de la douleur neuropathique est
actuellement en cours aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg. L'efficacité d'un tel
traitement chez I'Homme constituerait un argument de poids quant & la valeur

prédictive du modele et des procédures utilisés.

La grande complexité des symptdmes observés chez les patients qui peuvent étre
différents pour des étiologies semblables (Defrin et al., 2001) rend la modélisation
animale difficile et assurément incomplete. En conclusion, le modele du Cuff n'a pas
la prétention de reproduire les douleurs neuropathiques d'origine traumatique
observées chez I'Homme, mais selon Bennett et son «principe de similarité »

I'essentiel est de s'en rapprocher.
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Il. Considérations relatives au modeéle ex vivo

A. Hypersensibilité des neurones a un iPDE4

Nous avons utilisé une approche d'imagerie calcium sur des cultures de DRG
dissociés provenant d'animaux neuropathiques et contréles. Bien que I'utilisation de
tels modéles soit répandue (Kage et al., 2002; Andre et al., 2003; Tan et al., 2006),
certains poinfts meéritent d’éfre discutés. En effef, des données récentes suggerent
que le processus de dissociation utilisé lors de la mise en culture pourrait contribuer a
I'nyperexcitabilité des neurones observée ex viwo (Zheng et al., 2007). Cette
hyperexcitabilité se traduit par une diminution du seuil de déclenchement des
potentiels d'action et par une augmentation de I'activité spontanée. En effet, dans
les premieres heures suivant la dissociation les auteurs ont observé une
augmentation de la fréquence spontanée des potentiels d’action dans les neurones
du DRG, phénoméne qui semble indépendant de la Iésion nerveuse réalisée in vivo
(Zheng et al., 2007). De plus, il semblerait que ce mécanisme soit dépendant de
I'activation de la voie AMPc/PKA (Zheng et al., 2007). Ainsi, le tonus de production
d'AMPc a I'origine de I'hyperexcitabilité neuronale pourrait favoriser I'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 fraichement dissociés, c'est-O-dire environ 2 heures apres
I'ensemencement. Or, le temps semble étre un facteur primordial pour la présence
ou non de tels mécanismes d’hyperexcitabilité. En effet, lorsque les enregistrements
sont réalisés 24 heures apres la mise en culture, comme dans notre cas, I'activité
spontanée des neurones du DRG issus d'animaux controles est atténuée par
comparaison aux animaux neuropathiques (Ma and LaMotte, 2005). A I'inverse,
aucune différence n'a été observée entre les deux conditions lorsque les
enregistrements sont réalisés 2 heures apres la mise en culture (Ma and LaMotte,
2005). De plus, les résultats obtenus lors de I'enregistrement des neurones de DRG
intacts (sans dissociation) semblent similaires & ceux observés aprés 24 heures de
mise en culture (Ma and LaMotte, 2005). Par conséquent, lorsque des modeles e x
vivo ont pour objectif la comparaison de conditions neuropathique et contrdle,
I'enregistrement de I'activité neuronale apres 24 heures de mise en culture semble
plus approprié. Dans notre éftude, les cultures de DRG ont été comparées apres

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 a celui
d'animaux contréles « Sham » (8% des neurones). L'utilisation de cultures « contrdles »
permet de limiter I'apparition de biais liés a I'état intrinseque de la culture. En effet,
en considérant que la dissociation contribue de maniere égale a I'hyperexcitabilité
des neurones ex viwo, les différences résiduelles observées entre les animaux Cuff et
Sham pourraient ainsi refléter I'activité cellulaire in vivo faisant suite a une Iésion

nerveuse périphérique.

B. Imagerie calcium et signal AMPc

Nous avons montré qu'une application de rolipram augmente la concentration
infracellulaire de calcium, effet qui semble lié a la stimulation de la voie AMPc
(Mironov et al., 2009).

I convient de noter que I'hydrolyse de I'AMPc par la PDE4 peut étre régulée de
maniere différente en fonction de la localisation subcellulaire du signal AMPc
généré (Castro et al., 2014). En effet, le rolipram est capable d'augmenter de
maniere tonique la concentration d’AMPc au sein de microdomaines situés &
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 concentfration d’AMPc. A l'inverse, le faible ratio
surface/volume du cytosol n'est pas propice a 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 a I'application de rolipram pourrait étre
lieée a I'action de ce dernier sur la production tonique d'AMPc au sein des
microdomaines cytoplasmiques. Ainsi, les réponses calciques dans notre étude
pourraient étre liées a I'activation de canaux membranaires situés & proximité du
microdomaine cytoplasmique activé.

L'utilisation d'une approche d'imagerie AMPc (Castro et al.,, 2010) nous
permettrait de détecter la cinétique de I'effet du rolipram sur les taux d'AMPc
infracellulaire 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 1-8 section V.
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Introduction). Ainsi, la localisation des microdomaines activés lors de I'application de
rolipram pourrait peut-étre donner des indications sur le(s) sous-type(s) de PDE

impliqué(s) dans les réponses calciques observées.

C. Mise en évidence de I'origine du calcium dans les réponses a un iPDE4

Nous avons montré que [|'effet neuronal du rolipram sur des cultures de DRG
d'animaux neuropathiques était perdu en I'absence de calcium extracellulaire
(Chapitre 5 section lll. des Résulats). Bien que I'effet du rolipram semble dépendre
de l'activité de canaux membranaires perméables au calcium, I'implication
potentielle d’'une composante intracellulaire ne peut éfre exclue.

Tout d'abord, il convient de noter que certains iPDE sont capables de stimuler la
libération de calcium provenant des stocks intfracellulaire (Usachev and Verkhratsky,
1995) et cette libération peut stimuler I'entrée de calcium provenant du milieu
extracellulaire (Gemes et al., 2011).

De cette maniére, le rolipram pourrait induire une libération de calcium provenant
des stocks intracellulaires. Cette stimulation sous-liminaire, c’'est-a-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 I'effet du rolipram en presence de thapsigargine,
bloquant sélectif des ATPases calciques situées sur le réticulum endoplasmique.

Certaines données suggerent que la neuropathie elle-méme pourrait modifier la
concentration intracellulaire de calcium dans les neurones sensoriels primaires
(Rigaud et al., 2009). En effet, dans un modele 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 modele 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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lll. Mécanisme d’action d’un iPDE4 dans les cellules non-neuronales du DRG

A. Recrutement du Caz*

Dans notre étude, nous avons montré que les réponses non-neuronales observées
apres application de rolipram étaient abolies en absence de calcium extracellulaire.
La dépendance de I'effet observé vis-a-vis de la présence de calcium
extracellulaire semble indiquer une action indirecte du rolipram sur I'activité de
canaux membranaires perméables au calcium.

Nos données préliminaires indiquent que I'effet du rolipram sur les neurones et les
cellules non-neuronales est indépendant de I'activation de la PKA (données non
monftrées). Bien qu’il s’agisse de résultats préliminaires, cela suggere que les réponses
calciques pourraient étre liées a I'activation de canaux directement sensibles aux
nucléotides cycliques. Des données récentes indiquent que les canaux cationiques
CNG (Cyclic Nucleotide Gated-Channel) sensibles a I'AMPc ou au GMPc seraient
préférentiellement exprimés par les cellules gliales du systeme nerveux (Podda et al.,
2012). Un canal CNG, le CNGAZ, est exprimé par les SGCs du DRG et la délétion
sélective de ce canal aggrave les signes d'hyperalgésie et d'allodynie dans un
modele de douleur inflammatoire (Heine et al., 2011). Le mécanisme de cette
aggravation n'est pas clairement établi, mais certains auteurs suggeéerent que
I'entrée de calcium liée a I'activation de ces canaux pourrait contribuer au
recrutement secondaire de canaux potassium activés par le calcium (Keo?*) (Podda
et al., 2012). Il serait intéressant de déterminer si ce canal CNG dans les SGCs, ou
d'autres dans les neurones, pourraient étre impliqués dans les réponses calciques au

rolipram.

B. Inhibition de la production de TNFa

1. AMPc et TNFa
De nombreuses données suggerent que la voie AMPc peut moduler I'expression
du TNFa (Zhu et al, 2001). Dans notfre étude, nous avons montré que les
anfidépresseurs, les P2-agonistes et les iPDE4 ont un effet anti-TNFa aprées un
traitement prolongé. Bien qu'a l'origine ces molécules soient différentes, les

antidépresseurs, B2-agonistes et iPDE4 ont tous tfrois la capacité d'activer la voie
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AMPc/PKA (Elenkov et al., 2000; Morioka et al., 2009). Ainsi, ces données laissent a
penser qu'un lien entre la voie AMPc et le TNFa pourrait exister.

Sur des cultures d'astrocytes, I'effet anti-TNFa du clenbutérol (B2-agoniste) est
potentialisé par un iPDE4, le rolipram, mais pas par un iPDE3 (Christiansen et al., 2011)
et cet effet serait lié & une augmentation de la concentration intracellulaire d’ AMPc.
Ces données laissent supposer I'existence d'une synergie d'action de ces molécules
dans les effets anfi-TNFa observés (Christiansen et al., 2011). Cette synergie d’action,
probablement liée a une surproduction d’AMPc intracellulaire, laissent & penser
qu’'une approche combinatoire utilisant de faibles doses d'un B2-agoniste et d'un
iPDE4 pourrait permettre d'obtenir le méme effet thérapeutique. Néanmoins, des
essais préliminaires utilisant un traitement combiné par un antidépresseur et un Po-
agoniste a doses sous-liminaires se sont révélés peu concluants (donnée non

montrées).

2. Role de la voie NF-kB

La voie NF-kB joue un réle important dans la synthese de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa (Makarov, 2000) et I'administration locale d’ARN anfi-
sens dirigé contre ce facteur de transcription atténue I'allodynie mécanique dans un
modele de douleur neuropathique (Sun et al., 2006). De plus, le développement de
comportement nocifensifs peut dépendre de la dégradation du répresseur kBa
(inhibiteur endogene de NF-kB, Figure I-4 section VL. Introduction) dans les cellules
gliales, activant ainsi la voie NF-kB (Fu et al., 2010). Dans notre étude, il semble que la
neuropathie elle-méme ne modifie pas I'expression d’'lkBa dans les DRG, alors qu'un
fraitement prolongé par un anfidépresseur augmenterait I'expression de ce
répresseur (données non montrées). Cela suggere que les antidépresseurs pourraient
recruter une voie de signalisation intracellulaire différente de celle altérée par la
neuropathie. De la méme facon, nous avons observé qu'un traitement prolongé par
un iPDE4 diminuait I'expression du TNFa dans les DRG (Chapitre 4 section Il
Résultats), effet qui semble lié a une surexpression d'lkBa (données non montrées).

La question se pose alors du lien entre voie AMPc et voie NF-kB. Certaines
données suggerent que I'augmentation de la concentration intracellulaire d' AMPc
induite par les antidépresseurs pourrait inhiber de maniere indirecte I'activité de la
voie NF-kB (Obuchowicz et al., 2014). Le lien entre I'activation de la voie AMPc et NF-

kB n'es pas clairement établi, mais pourrait étre nucléaire, jouant sur I'expression
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génique. En effet, la stimulation de la voie AMPc/PKA permettrait de phosphoryler le
facteur de ftranscription 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 I'association est indispensable a la synthese de cytokines pro-
inflammatoires (Delgado, 2002). D'autres données suggerent que I'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'lkBa se
traduisant par une séquestration du facteur de franscription NF-kB dans le
cytoplasme (Farmer and Pugin, 2000). Nos données préliminaires indiquent que
I'effet anti-TNFa des antidépresseurs et des iPDE4 pourrait nécessiter une
surexpression d’'lkBa. Par conséquent, I'effet de la voie AMPc sur la voie NF-kB
pourrait dans notre cas se localiser au niveau cytoplasmique aprés modification
d’expression génique.

Il est maintenant bien établi que la synthése de cytokines pro-inflammatoires est
dépendante I'activation de la voie NF-kB. Néanmoins, il est a préciser que le TNFa
lui-méme peut moduler la voie NF-kB (Patrizio, 2004). De maniere intéressante, la
stimulation de la voie NF-kB par le TNFa est associée a une diminution de la
concentration infracellulaire d’AMPc liee a la suractivation de la PDE4B (Ghosh et
al., 2012). La mise en évidence d'un mécanisme d’action réciproque entre TNFa et
voie NF-kB suggere I'existence d'un rétrocontréle positif pouvant participer au
maintien d'un état pathologique. Ainsi, nous pouvons supposer que I'activation de
la voie AMPc par les antidépresseurs, les Bz2-agonistes ou les iPDE4 permettrait de
bloquer I'activation de la voie NF-kB, venant ainsi empécher la pérennisation d'une
boucle d’'autorégulation positive de la synthese de cytokine pro-inflammatoire

comme le TNFa.

3. Role de la voie des MAP kinases
D’autres données suggerent que I'effet anti-TNFa d’'un antidépresseur, d'un Po-
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 TNFa induite par une injection de LPS et cet
effet est lié a la déphosphorylation de la protéine p38 des MAPK (Liu et al., 2011). Par
ailleurs, la production d’AMPc induite par la stimulation du récepteur B-adrénergique

déphosphoryle aussi p38, atténuant ainsi la production de TNFa (Morioka et al.,
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2009). Cette déephosphorylation de p38 implique I'activation d'une phosphatase de
type MKP-1 (MAP kinase phosphatase 1) dont [|'expression dépend de la
concentration intracellulaire d’AMPc (Korhonen et al., 2013). En ce sens, une étude
a montré I'effet anti-TNFa d’'un traitement par le rolipram (iPDE4) dans un modele 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 notfre étude associes aux données de la littérature
indiquent que la stimulation de la voie AMPc/PKA dans les cellules non-neuronales
du DRG régule I'expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa. Cet
effet pourrait étre lié a une inhibition de la voie NF-kB, mais une participation de la

voie des MAP kinases ne peut étre exclue.

Il convient de noter que les analyses moléculaires que nous avons effectuées se
heurtent & des difficultés techniques. En effet, le DRG est une structure hétérogene
composée de neurones et de cellules dgliales. Par conséquent, les variations
d’expression protéiques mesurées pourraient étre biaisées, I'effet global observé
correspondant & la résultante de I'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
permetirait de visudliser separément I'expression de la proféine d'intérét 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. Cefte donnée
suggere que le rolipram recrute des canaux ou des récepteurs membranaires
perméables au calcium. De plus, des données préliminaires indiquent que I'effet
neuronal du rolipram ne dépendrait pas du recrutement de canaux calcium
voltage-dépendants. En effet, I'application de cadmium, blogquant 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
suggere que I'entrée de calcium induite par I'application de rolipram serait liée au
recrutement de canaux calcium non voltage-dépendants ou & la stimulation de
récepteurs canaux perméables au calcium.

Par ailleurs, nous avons observé que le rolipram recrutait essentiellement des fibres
de petit diametre ou est majoritairement exprimé le récepteur TRPV1 (Zwick et al.,
2002). Ensuite, nos données préliminaires montfrent que le rolipram active
préférentiellement des neurones sensibles 4 la capsaicine. Le récepteur TRPV1 est un
récepteur canal cationique non-sélectif impliqué dans la détection de chaleurs
nociceptives (Caterina et al.,, 2000). Des données récentes suggéerent que
I'activation pharmacologique de TRPV1 entraine la production locale d’AMPc et
I'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 enfraine le recrutement d'un complexe B-arrestine/PDE4D, mécanisme
qui semble participer a 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 méme 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, suggere que la modulation du récepteur TRPV1 pourrait étre 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 I'amplitude de Ia
réponse 4 la 7¢me gpplication de capsaicine (en présence de rolipram) était
significativement supérieure O celle observé lors de la ééme application (sans
rolipram). Or, si I'effet du rolipram était lié a un blocage de l'internalisation des
récepteurs TRPV1, les réponses mesurées lors de la 7éme et |la éeme application
auraient du avoir la méme amplitude. Ainsi, il semble que I'effet du rolipram sur les
réponses 4 la capsaicine ne soit pas lié a un simple blocage de I'internalisation des
récepteurs TRPV1, mais plutdét a une amplification de cette réponse. Cette
potentialisation des réponses d la capsaicine observée dans notre étude pourrait
peut-étre s'expliquer par une augmentation du nombre de récepteurs disponibles &

l[a membrane.

B. AMPc et récepteurs 6 des opioides (DOR)

Les résultats antérieurs de I'équipe ont mis en évidence le role prépondérant des
DOR dans I'effet antiallodynique des antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008c). De la
méme facon, nous montrons que I'effet anfiallodynique des P2-agonistes et des
iPDE4 nécessite le recrutement du systeme opioidergique endogéne et plus
particulierement des DOR.

En dépit du réle primordial de ces récepteurs dans I'effet antiallodynique des
antfidépresseurs, des Pz-agonistes ou des iPDE4, leur localisation neuroanatomique
n'a pu O ce jour étre clairement démontrée. Les données comportementales
semblent indiquer un réle préférentiel du systéme nerveux périphérique bien qu'une
implication du systeme nerveux central ne peut étre exclue. Dans le systeme nerveux
périphérique, les DOR sont majoritairement exprimés sur les corps cellulaires et sur les
axones des neurones de type AP (Bardoni et al., 2014). Dans notre modele, plusieurs
arguments viennent étayer I'nypothése d'une expression neuronale des DOR. En
effet, les données de I'équipe montrent que le blocage de I'effet antiallodynique
des antidépresseurs nécessite 4 jours de co-administration avec un antagoniste des
récepteurs Pz2-adrénergiques (Yalcin et al., 2009a). A I'inverse, I'effet de la naltrindole
(antagoniste des DOR) est immédiat suggérant que les DOR se situent en aval des
récepteurs PB2-adrénergiques (Benbouzid et al., 2008c). Il est maintenant bien établi
que la stimulation de DOR est corrélée a une inhibition de I'activité de canaux

calcium sur les neurones du DRG (Acosta and Lopez, 1999). Néanmoins, des
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données obtenues a partir de cultures de DRG indiquent qu’'un agoniste des DOR
peut quand méme augmenter la concentration intracellulaire de calcium dans les
neurones (Tang et al., 1996), de la méme maniére que cela a pu étre observé dans
notre étude (données non montrées). Certains auteurs suggerent que les réponses
calciques observées apres application d'un agoniste DOR seraient liées a 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 Pr-adrénergiques étaient
préférentiellement exprimés sur les SGCs du DRG (Chapitre 4 section |. des Résultats),
et leur stimulation par un P2-agoniste ou la noradrénaline augmente les faux
intracellulaires d’AMPc (Elenkov et al., 2000). Ce mécanisme est éfroitement régulé
par les PDE4 responsables de I'hydrolyse de I"'AMPc suite a la stimulation des
récepteurs adrénergiques (Richter et al., 2008). Le lien entre la stimulation des
récepteurs Rz-adrénergiques et les DOR n’est pas clairement établi. Une étude
suggere que la stimulation des récepteurs PRz-adrénergiques, activant la voie
AMPC/PKA, conduit a la libération de peptides opioides dans les cellules
immunitaires (Binder et al., 2004). Ainsi, en renforcant les voies de signalisation
cellulaire mises en jeu, le rolipram pourrait induire la libération de peptides opioides
agissant sur les DOR situés sur les neurones du DRG.

Enfin, nous avons observé que le rolipram & forte concentration est également
capable d’'activer les neurones du DRG. Les DOR sont des récepteurs couplés
négativement a I'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, I'étude de dose-réponse révele que I'effet neuronal du rolipram,
potentiellement pronociceptif, n'est présent qu'a forte concentration ex vivo et lors
de I'administration locale & forte dose in vivo (Chapitre 5 section IV. des Résultats).
Dans notre étude, I'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-
seurs stimule les récepteurs B,-adrénergiques situés sur les cellules satellites gliales du DRG. Le rolipram a
faible concentration recrute les cellules gliales du DRG et augmente la concentration intracellulaire d’AMPc.
L’AMPc stimule I'entrée de calcium provenant du milieu extracellulaire via le recrutement de canaux membra-
naires. La stimulation de la voie AMPc induit une diminution de I'expression de TNFa. L’activation de la voie
AMPc pourrait stimuler la libération de péptides opioides agissant sur les DOR exprimés par les neurones. Le
rolipram a forte concentration stimule les neurones de petit diamétre exprimant le récepteur TRPV1. LAMPc
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 I'information nociceptive. Un traitement prolongé par un iPDE4
induit un effet antiallodynique lorsque celui-ci est administré a faible dose par voie
systémique. De plus, I'effet antiallodynique est corrélé a une diminution des taux de
TNFa dans les DRG. A l'inverse, une injection locale de rolipram potentialise
I'hypersensibilité  mécanique induite par la capsaicine, fraduisant un effet pro-
nociceptif de la molécule. Enfin, comme cela avait pu étre observé pour les
antidépresseurs et les P2-agonistes, il semble que les DOR soient indispensables a

I'effet anfiallodynique du rolipram (Figure D-1).
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V. Mécanisme d’'action d’'un iPDE5

Nos résultats indiquent qu’un fraitement prolongé par un iPDE5 soulage I'allodynie
neuropathique. De maniére intéressante, I'effet thérapeutique du sildéndafil (iPDES5)
reste présent pour de faibles doses, allant jusqu'a une dose minimum efficace de 7,5
hug/kg, cent fois inférieure aux doses utilisées chez I'homme pour le traitement de
I'hypertension pulmonaire.

La notfion de dose semble primordiale lorsque I'on souhaite évaluer [|'effet
antinociceptif de médicaments stimulant la voie NO-GMPc. En effet, des auteurs ont
montré que I'administration intrathécale de faibles doses d'un activateur non-
hydrolysable du GMPc (8 bromo GMPc) a un effet antihyperalgésique dans un
modele de douleur inflammatoire (Tegeder et al., 2002). A I'inverse, I'injection de
d'une forte dose de cette molécule se traduit par une aggravation des signes
d'hyperalgésie chez I'animal (Tegeder et al., 2002). La double action de la voie NO-
GMPc sur le systéme nociceptif suggére que le niveau d'activation de cette voie de
signalisation est un élément clef dans les effets comportementaux observés. En effet,
des données suggerent 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 I'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), I'effet hyperalgésique du sildénafil n'a pas été observé.

Par ailleurs, nous avons montré que I'effet thérapeutique du sildénafil nécessite le
recrutement du systeme opioidergiqgue endogene. 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 lll. des Résultats). Le role
des récepteurs des opioides avait déja été montré dans des modeles de douleurs
inflammatoires (Yoon et al., 2008a; Yoon et al., 2008b). Néanmoins, les résultats
obtenus dans notfre étude constituent d notre connaissance la premiere évidence
du réle des DOR et des MOR dans I'effet anfiallodynique du sildénafil dans un
contexte de douleur neuropathique. Par ailleurs, les données obtenues avec la
naloxone méthiodide suggerent que ces récepteurs seraient préférentiellement
exprimés dans le systéme 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 iPDES. Le NO est un neuromédiateur qui diffuse libre-
ment a 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 opioides. Liste d’abréviations:
DOR, delta opioid receptor; GMPc, guanosine monophosphate cyclique; MOR, mu opioid
receptor; NO-GC, guanylate-cyclase NO-sensible; NO, nitric oxide; TNFa, tumor necrosis
factor-alpha.
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Nos résultats préliminaires indiquent que [I'effet antiallodynique du sildéndfil
dépendrait de la production de NO. En effet, une administration de bloquant de la
NO-synthase supprime aussi I'effet antiallodynique d'un iPDE5 (données non
monirées). De plus, certaines données suggerent que le NO pourrait induire la
lioération de peptides opioides (Armstead, 1998). Nous pouvons donc supposer que
I'activation de la voie NO-GMPc liée a I'inhibition de la PDES5 induirait la libération de
peptides opioides stimulant ainsi les MOR et les DOR.

Il semblerait que I'expression concomitante des DOR et des MOR soit nécessaire a
I'effet antiallodynique du sildéndfil. Les données histologiques indiquent que les DOR
et les MOR sont exprimés par les terminaisons des afférences sensorielles primaires
situées dans les couches | et Il de la corne dorsale de la moelle épiniere (Scherrer ef
al., 2009). Par ailleurs, les DOR seraient majoritairement exprimés sur les fibres non-
peptidergiques de gros diametre alors que I'expression des MOR est détectée sur les
fibres peptidergiques de petit diametre (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 épiniere (Cheng et
al., 1997). L'ensemble de ces données suggere que |'effet observé dans notre étude
pourrait résulter d'une action en cascade se traduisant par une activation
successive des MOR et des DOR, fout deux nécessaires a |'effet antiallodynique du
siidénafil (Figure D-2). Néanmoins la possibilité d'une mise en jeu d'hétéromeres
MOR/DOR (Erbs et al., 2014) ne doit pas forcément étre exclue.

Enfin, il convient de noter qu'une étude récente a montré que le tadalafil (iPDE5)
diminuait I'expression du TNFa dans un modele de douleur inflammatoire chronique
(Rocha et al., 2011). L'effet anti-TNFa observé est dépendant de I'activation de la
voie NO-GMPc, soulevant ainsi la question d'une implication éventuelle de cette

cytokine dans I'effet antiallodynique du sildéndfil.
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VI. Délai thérapeutique

Comme cela a pu étre observé pour un antidépresseur ou un P2-agoniste, un
traitement prolongé par un iPDE4 est nécessaire pour soulager soulage I'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), méme 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 maniére intéressante, nous avons montré que le délai d'action peut varier en
fonction de I'inhibiteur de PDE utilisé. En effet, I'ibudilast (iPDE non-sélectif) soulage
I'allodynie neuropathique apres une semaine traitement alors qu’environ 2 semaines
de traitement par le rolipram (iPDE4) sont nécessaires pour obtenir le méme effet. Le
délai d'action différent de ces molécules peut s'expliquer par le recrutement de
types cellulaires différents dans les systemes nerveux périphérique et cenfral. |l
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 apres
I'induction de la neuropathie (Mika et al., 2010) mais cette activation est fransitoire
et disparait 2 a 3 semaines apres (Wei et al., 2008). Le profil d'activation astrocytaire
est différent. En effet, les astrocytes s'activent lentement mais I'effet peut se
maintenir jusqu'a 8 semaines apres I'induction de la neuropathie (Tanga et al., 2004).
Ces données histologiques peuvent étre mises en relation avec [I'effet
antiallodynique observé lors d'un traitement par I'ibudilast ou le rolipram. Des
données suggerent que l'ibudilast pourrait inhiber I'activation microgliale (Kiebala
and Maggirwar, 2011; Hama et al., 2012) alors que le rolipram agirait
préférentiellement sur les astrocytes dans le systeme 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
a celui décrit pour les astrocytes (Liu et al, 2012). En quantifiant le niveau
d'expression de la GFAP, les auteurs ont montré que I'activation des SGCs peut se
maintenir jusqu'd 8 semaines apres I'induction de la neuropathie (Liu et al., 2012).

De part son effet possible sur les cellules microgliales, I'ibudilast pourrait ainsi

moduler le développement de I'allodynie mécanique dans les premieres semaines
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suivant la chirurgie. A I'inverse, |'effet du rolipram sur les SGCs pourrait nécessiter la
mise en place de mécanismes de plasticité a long terme se traduisant ainsi par un
effet thérapeutique plus tardif de la molécule.

Par ailleurs, I'effet anti-TNFa observé apres un traitement par les antidépresseurs
ou les iPDE4 pourrait étre lieé a I'inhibition de la voie NF-kB. Cette voie de signalisation
est importante dans la synthése de cytokines pro-inflammatoires (Mika et al., 2013).
La modulation indirecte de I'activité de voies de signalisation infracellulaire n’est pas
immédiate, et un traitement prolongé pourrait étre nécessaire pour obtenir I'effet
thérapeutique. De plus, nous avons montré que les DOR étaient nécessaires a I'effet
antiallodynique d'un iPDE4. Par conséquent, la modulation de voies de signalisation
infracellulaire ainsi que le temps nécessaire au recrutement du systeme
opioidergique endogéne 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 I'étanercept
(agent anti-TNFa) soulageait I'allodynie un peu plus rapidement que les
antidépresseurs (Chapitre 4 section I. des Résultats). Bien que le délai d'action soit
difficlement modulable dans le cas des antidépresseurs ou des iPDE4, cela ne
semble pas se vérifier pour les traitements anti-TNFa. En effet, un traitement par
I'infliximalb (anticorps monoclonal dirigé contre le TNFa) soulage I'allodynie de facon
durable et cet effet s’observe apres la premiere injection (Chapitre 4 section I. des
Résultats). Cette donnée est a rapprocher d'une autre étude ayant montré
I'efficacité d’'une unique injection d'infliximab dans un modele de neuropathie
diabétique (Yamakawa et al., 2011). Certains auteurs suggerent que la différence
de délai d'action observée entre I'étanercept et l'infliximab pourrait étre liée a
I'affinité de ces molécules pour le TNFa. En effet, il semble que I'affinité de I'infliximalb
pour le TNFa soit 3 a 4 fois supérieure a celle observée pour I'étanercept (Scallon et
al., 2002). Le TNFa constitue un des maillons finaux de la chaine d’'événements
moléculaire contribuant au développement et au maintien de ['allodynie
neuropathique. Ainsi, le blocage de I'activité de cette cytokine par I'utilisation
d’'agents anti-TNFa permettrait de moduler plus facilement le délai thérapeutique.
Enfin, la variation du délai action observée entre les différents anti-TNFa pourrait
s'expliquer par les propriétés intrinseques de ces molécules, traduisant une capacité
plus ou moins importante d moduler I'action de cette cytokine et les comportements

nocifensifs qui y sont associés.
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Au cours de ce fravail de these nous avons cherché a établir un lien
thérapeutique entre les antidépresseurs, les po-agonistes et les iPDE4. Nous avons
montré que |'effet antiallodynique de ces molécules nécessitait d'une part une
diminution de I'expression du TNFa dans les DRG et d'autre part le recrutement du
systeme opioidergique endogene via les DOR.

Nous avons mis en évidence une augmentation de [I'expression du TNFa
membranaire dans les DRG d’'animaux neuropathiques préférentiellement exprimé
par les SGCs. La question du récepteur du TNFa membranaire (mTNFa) qui est mis en
jeu se pose alors. La littérature sur le mTINFa évoque préférentiellement sont action
sur le récepteur au TNFa de type 2 (TNFR2). Dans un premier temps, une étude
immunohistochimique permettrait de localiser ce récepteur dans les DRG. Cette
étude pourra étre 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 fraitement par les antidépresseurs, les p2-agonistes ou les
iPDE4, et d'etudier I'effet de sa déletion.

Les DOR semblent également avoir un réle primordial dans I'effet antiallodynique
de ces traitements. Nous disposons maintenant d'animaux génétiquement modifiés
chez lesquels les DOR sont couplés a la protéine fluorescente GFP, facilitant ainsi leur
visualisation. Il serait intéressant de réaliser une cartographie de I'expression de ces
récepteurs dans les DRG. De cette facon, nous pourrions comparer leur profil
d’expression chez des animaux traités ou non par un anfidépresseur, un Rz-agoniste
ou un iPDE4. A plus long terme, des expériences de co-localisation pourront étre
menées afin de caractériser si des populations cellulaires expriment les récepteurs au
TNFa ef les DOR.

Au cours de cette étude nous avons également montré que I'effet ex vivo du
rolipram était dose-dépendant. Par conséquent, Il serait d'un intérét certain de
déterminer I'origine de cette différence de sensibilité au rolipram entre les neurones
et les cellules non-neuronales. En ce sens, I'objectif principal d'une telle étude serait
la mise au point de cultures purifiees de neurones et de cellules gliales permettant
de réaliser une quantification de I'expression de I’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
a penser que les effets comportementaux pourraient étre liés a I'implication de

différents sous-types de PDE4. Les outils pharmacologiques & notre disposition ne
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permettant pas de répondre a cette question, I'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
I'implication respective de ces sous-types de PDE dans le fraitement de la douleur
neuropathique.

Enfin, nous avons démontré que I'effet thérapeutique des iPDE5 dépendait des
MOR et des DOR probablement exprimés dans le systeme nerveux central. De la
méme maniere, 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
I'effet antiallodynique des iPDE5. A moyen terme, nous pourrons déterminer si I'effet
thérapeutique du sildénafil nécessite I'inhibition de cytokines pro-inflammatoires
comme le TNFa. Enfin, a plus long terme, une approche de pharmacologie
comportementale pourrait permettre de déterminer le réle des différents acteurs de
cefte voie de signalisation. Nos données préliminaires indiquent que la NO-synthase
pourrait participer a I'effet analgésique des iPDE5. A mon sens, il serait d’un intérét
certain d’'évaluer le réle 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 Bo-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, grace a des
approches de pharmacologie comportementale chez la souris complétées par de I'imagerie
calcium et des approches moléculaires. Nos résultats montrent un effet antiallodynique des
iPDE4 et des iPDES. L’action des iPDE4 est liée a une diminution d’expression du TNFa
dans le ganglion rachidien et au recrutement des récepteurs delta des opioides. Celle des
iPDES5S nécessite a la fois les récepteurs mu et delta. Nous montrons aussi que 'action d’'un
iPDE4 dépend de la dose, l'activation de cellules gliales semblant corrélée a [I'effet
antiallodynique a faible dose, alors que celle des neurones a forte dose a un effet
pronociceptif via les récepteurs TRPV1.

Mots-clés : douleur neuropathique, PDE4, PDE5, TNFa, 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 TNFa in dorsal root
ganglia and the recruitment of the delta opioid receptors. The action of iPDES5 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, TNFa, dorsal root ganglia, TRPV1




