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RESUME

Les canaux sodiques dépendants du voltage, ou canaux Nav, jouent un réle capital dans
|'excitabilité neuronale, dans la genése et dans la propagation des potentiels d'action. Au sein de cette
famille, le canal Nav1.9 se distingue par une expression restreinte aux nocicepteurs et par des
propriétés électrophysiologiques uniques qui, si elles excluent sa contribution a la phase dépolarisante
du potentiel d'action, lui confereraient un réle dans la modulation de I'excitabilité des nocicepteurs.
Ce travail de thése vise a caractériser son implication dans la physiopathologie de la douleur par une
approche comportementale, moléculaire et fonctionnelle.

La premiére partie de ce travail consiste a étudier la contribution du canal Nav1.9 a la douleur
inflammatoire. Nous avons donc réalisé différents tests comportementaux chez des souris knock-out
(KO) et des rats traités par antisens (knock-down) modeles de douleur inflammatoire (aigu, subaigu,
chronique). L'expression du canal ainsi que ses propriétés électrophysiologiques sont ensuite
analysées chez ces mémes modeles animaux. Notre premier constat est que le canal Nav1.9 n'est pas
impliqué dans la réponse a une stimulation mécanique ou thermique chaude nociceptive chez des
animaux sains. En revanche, I'hypersensibilité douloureuse thermique et mécanique induite par une
inflammation subaigué (carragénine intraplantaire) ou chronique (monoarthrite) est significativement
réduite chez la souris KO Nav1.9. Un résultat similaire est obtenu par traitement antisens chez le rat,
sur le modele d'inflammation subaigué. Chez la souris, suite a l'induction d'une inflammation
subaigué, une légére diminution suivie d'une forte augmentation de I'expression protéique du canal
Nav1.9 est observée dans les ganglions rachidiens innervant la patte enflammée. Une augmentation
de la quantité de canaux est également observée au niveau des troncs nerveux cutanés innervant
cette méme zone. Les canaux néosynthétisés ne contribuent pas au courant sodique enregistré en
patch clamp dans les corps cellulaires des neurones des ganglions rachidiens, mais nos données
suggerent qu'ils sont exportés en direction des terminaisons nerveuses, ol ils pourraient devenir
fonctionnels et augmenter |'excitabilité cellulaire.

La deuxieme partie de ce travail de thése consiste a caractériser I'implication de canal Nav1.9
dans la perception du froid et dans I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine. Nous avons en
effet observé de maniere inattendue que les souris KO Nav1.9 présentent des seuils de douleur au
froid (<10°C) plus élevés que les souris sauvages. Ce phénomeéne est confirmé par plusieurs tests
comportementaux chez les souris KO et chez des rats traités par antisens anti-Nav1.9. L'oxaliplatine,
prescrit dans le traitement des cancers colorectaux, est connu pour induire une hypersensibilité au
froid invalidante chez la majorité des patients. Nous avons donc décidé d'étudier la contribution du
canal Nav1.9 a ce symptome. Suite a une injection unique d'oxaliplatine, une forte hypersensibilité au
froid apparait chez les souris dés 20°C. Nous montrons que le KO Navl.9 permet de supprimer
I'hypersensibilité au froid aux températures normalement non douloureuses (20 et 15°C, allodynie), et
de réduire I'hypersensibilité aux températures douloureuses (10 et 5°C, hyperalgie). Le méme effet est
observé chez le rat aprés traitement antisens.

En conclusion, ce travail permet de mettre en évidence l'intérét du canal Nav1.9 en tant que
cible pharmacologique potentielle pour le traitement de douleurs inflammatoires et de
I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine. Il est de plus intéressant de constater que les seuils
de réponse a des stimuli nociceptifs ne sont pas perturbés chez les souris KO Navl.9 saines, a
I'exception de la douleur provoquée par des températures froides extrémes. Le blocage du canal
Nav1.9 aurait donc des propriétés anti-hyperalgiques plutét qu'antalgique, ce qui est
conceptuellement intéressant.






ABSTRACT

Voltage-gated sodium channels, or Nav channels, play a key role in neuronal excitability and in
the emission and propagation of action potentials. Among the different Nav isoforms, Nav1.9 is only
expressed in nociceptors and shows atypical electrophysiological properties which, if they exclude a
possible contribution to the depolarizing phase of the action potential, could be important for the
modulation of nociceptors' excitability. This study aims to characterize the Nav1.9 implication in the
pathophysiology of pain using behavioral, molecular and functional approaches.

The first part of this work is to assess the Nav1.9 contribution to inflammatory pain. Therefore
we have performed several behavioral tests in different inflammatory pain models (acute, subacute,
chronic), using knock-out (KO) mice and rats treated with antisense oligodeoxynucleotides. Nav1.9
expression and electrophysiological properties are then analyzed within the same animal models.
First, we observe that Nav1.9 channels do not contribute to pain perception in response to noxious
heat or pressure in healthy animals. However, thermal and mechanical pain hypersensitivity induced
by subacute (intraplantar carrageenan) or chronic (monoarthritis) inflammation is significantly
lowered in Nav1.9 knock-out mice. Similar results are obtained on the subacute inflammation model
using a knock-down strategy in rats. A weak reduction followed by a strong increase in Nav1.9 protein
expression is observed in mice dorsal root ganglions innervating the inflamed paw during subacute
inflammation. We also observe an increase in Navl.9 immunolabeling in cutaneous nerve trunks
innervating this zone. Whereas the newly produced channels do not contribute to the sodium current
recorded in dorsal root ganglion cell bodies, as assessed by patch clamp, our data suggest that they
are transported to nerve terminals where they could become functional and increase neuronal
excitability.

In the second part of this study, we aim to characterize the implication of Nav1.9 channels in
cold perception and in oxaliplatin-induced cold hypersensitivity. Indeed, we surprisingly observed that
Nav1.9 KO mice showed higher pain thresholds to intense cold (<10°C) than wild-type mice. This
observation is confirmed by several behavioral tests in KO mice and in antisense-treated rats. As
oxaliplatine (a platinum salt used to treat colorectal cancer) is known to induce cold pain
hypersensitivity in most of the patients, we decided to study the Nav1.9 contribution to this symptom.
Following acute oxaliplatin injection, a strong cold hypersensitivity is observed in wild-type mice at
20°C and below. We show that Nav1.9 KO results in a suppression of cold hypersensitivity to non-
noxious temperatures (20 and 15°C, allodynia), and a reduction of hypersensitivity to noxious cold (10
and 5°C, hyperalgesia). A similar observation is made using Nav1.9 knock-down in rats.

To conclude, our data shows that Nav1.9 could be potentially a good target to treat acute to
chronic inflammatory pain, as well as oxaliplatin-induced cold hypersensitivity. Furthermore, as Nav1.9
is not involved in defining pain thresholds of healthy animals (except for noxious cold), its blockade
would have anti-hyperalgesic rather than analgesic effects, which is conceptually interesting.
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Abréviations

5-HT : 5-Hydroxytryptamine ou sérotonine

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide Ribonucléique

AITC : Allyl-isothiocyanate (isothiocyanate
d'allyle)

AMH : A-fibre Mecano-Heat-sensitive (fibre A
polymodale)

ASIC : Acid-Sensing lonic Channel (canal
ionique senseur de I'acidité)

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

BDNF : Brain Derivated Neurotrophic Factor
(facteur neurotrophique dérivé du cerveau)

CCl : Chronic Constriction Injury (ligature du
nerf sciatique)

CFA : Complete Freund Adjuvant (Adjuvant
complet de Freund)

CGRP : Calcitonin-Gene Related Peptide
(peptide relié au géne calcitonine)

CHO : Chinese Hamster Ovary (lignée de
cellules ovariennes de hamster chinois)

CMH : C-fibre Mecano-Heat-sensitive (fibre C
polymodale)

DRG : Dorsal Root Ganglion (ganglion rachidien
dorsal)

FAP : Fibre Afférente Primaire

GAPDH : Glyceraldehyde 3-Phosphate
Dehydrogenase

GDNF : Glial cell line Derived Neurotrophic
Factor (facteur neurotrophique dérivé des
gliocytes)

GMPc : Ganosine Monophosphate cyclique

GTP : Guanosine TriPhosphate

HEK : Human Embryonic Kidney cells (lignée de
cellules rénales embryonnaires humaines)

HEPES : Acide 4-(2-HydroxyEthyl)-1-Pipérazine
Ethane Sulfonique

HPRT : Hypoxanthine-guanine
Phosphoribosyltransferase

IB4 : Isolectine B4

KO : Knock-out

ABREVIATIONS

NGF : Nerve Growth Factor (facteur de
croissance des nerfs)

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

n.s. : Non Significatif

ODN : Oligodéoxynucléotide

oxaPt : Oxaliplatine

PA : Potentiel d'Action

PBS : Phosphate Buffer Saline (tampon
phosphate)

PGE, : Prostaglandine E2

PGI, : Prostaglandine 12

PKA : Protéine Kinase A

PKC : Protéine Kinase C

PLC : Phospholipase C

RCPG : Récepteur Couplé a une Protéine G

SNC : Systeme Nerveux Central

SNI : Spared Nerve Injury (section du nerf
péronéal)

SNL : Spinal Nerve Ligation (ligature du nerf
spinal)

TRAAK : Tandem pore domain weak inward
rectifying K+ (TWIK) related arachidonic
acid-stimulated K+ channel (canal relié aux
canaux a faible courant rectifiant K" et a
deux domaines pore, stimulé par I'acide
arachidonique)

TG : Trigeminal Ganglion (ganglion trigéminal)

TREK : Tandem pore domain weak inward
rectifying K* (TWIK) Related K* Channel
(canal relié aux canaux a faible courant
rectifiant K" et & deux domaines pore)

TRP : Transient Receptor Potential (potentiel
récepteur transitoire)

TTX : tétrodotoxine (suivi de "-R" pour
"résistant", et de "-S" pour "sensible")

WDR : Wide Dynamic Range (neurone a
convergence)

WT : Wild-type (type sauvage)
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|. PREAMBULE

La douleur aigué est une expérience sensorielle et émotionnelle éprouvante faisant réponse a
un stimulus potentiellement nocif* (température extréme, pincement, écrasement...), d'ou sa
qualification de "nociception". Son caractere désagréable permet a l'organisme de préserver son
intégrité en adaptant rapidement un comportement destiné a I'évitement du danger, allant du simple
réflexe’ 3 un comportement plus élaboré comme la fuite ou la neutralisation du danger. Suite a une
|ésion tissulaire, la douleur, alors d'origine inflammatoire, permet également de limiter au minimum la
sollicitation des tissus atteints (mouvement, trituration ou contact avec un corps étranger) dans le but
d'éviter une aggravation de la Iésion et de favoriser sa résorption. La nociception est donc un systéme
d'alerte vital, dont la déficience constitue un lourd handicap. L'expérience montre en effet que les
personnes souffrant d'insensibilité congénitale a la douleur voient leur espérance de vie diminuer a
cause d'un nombre important de blessures (fractures, brilures...), rarement détectées et prises en
charge.

Cette fonction d'alerte est assurée par le systéme nerveux nociceptif, partie intégrante du
systeme somesthésique (ou somatosensoriel) mettant en jeu des circuits neuronaux dédiés, depuis la
transduction du stimulus douloureux a la périphérie (au niveau de I'organe concerné : peau, muscle,
visceres...) jusqu'a l'intégration cognitive et émotionnelle du message par les centres nerveux
supérieurs. Ce systéme est soumis a diverses régulations d'ordre physiologique, et notamment
hormonales (stress, sexe, rythme circadien...), mais peut également étre sujet a des déréglements
pathologiques chroniques dont I'origine peut étre lésionnelle (ex : traumatisme nerveux suite a une
intervention chirurgicale), métabolique (ex : diabete), toxique (ex : chimiothérapie anticancéreuse,
trithérapie antirétrovirale) ou infectieuse (ex : zona). On parle alors de douleurs neuropathiques,
puisque la fonction méme du systéeme nerveux nociceptif est perturbée. La douleur d'origine
inflammatoire peut également s'installer dans la chronicité, selon un mécanisme différent puisque ce

n'est pas le fonctionnement des fibres nerveuses qui est en cause, mais une stimulation perpétuelle

1 . g . . ; . . ..

L'Association internationale pour I'étude de la douleur (IASP, pour International Association for the Study of
Pain) définit la douleur comme "une sensation désagréable et une expérience émotionnelle en réponse a une
atteinte tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en ces termes".

2 D . , , . e . ..

ans le cas d'un mouvement réflexe, la douleur n'est ressentie et intégrée qu'a posteriori. Elle va cependant
conserver un rble "éducatif", en conditionnant l'individu a ne pas reproduire l'action a l'origine de cette
sensation désagréable.

11
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de ces derniéres par un environnement inflammatoire auto-entretenu®. On parle alors de douleur par
exces de nociception. Dans tous ces cas, la douleur perd son role de systéme d'alarme et devient alors
un fardeau pouvant altérer gravement la qualité de vie.

L'arsenal thérapeutique dont disposent les praticiens pour répondre a la souffrance des patients
douloureux chroniques est encore de nos jours trés insuffisant, que la douleur soit neuropathique ou
d'origine inflammatoire. Des molécules efficaces contre la douleur aigué existent, mais leurs effets
indésirables les rendent incompatibles avec un traitement chronique. C'est par exemple le cas des
dérivés opiacés (ex : codéine, tramadol, oxycodone, fentanyl, morphine...) qui ont pour point commun
d'induire des effets indésirables tels que la sédation ou la constipation, mais également des
phénoménes d'addiction et de tolérance. Les anti-inflammatoires non stéroidiens comme ['aspirine,
I'ibuprofene ou l'indométacine ont également des propriétés antalgiques, mais vont parallélement
avoir une action délétere importante sur la muqueuse gastro-intestinale, pouvant aller jusqu'a
|'ulcération. Si des médicaments antalgiques n'ayant que peu ou pas d'effets indésirables existent, leur
efficacité reste malheureusement souvent limitée contre les douleurs d'intensité élevée. On se doit de
citer l'exemple caractéristique du paracétamol, médicament le plus prescrit au monde. Ce
médicament disponible en France sans ordonnance est compatible avec une prise chronique, mais il
n'est que faiblement efficace contre les douleurs intenses. De plus, sa posologie est limitée par le
risque de toxicité hépatique.

Il reste donc beaucoup de progrés a faire dans le domaine de la pharmacologie de la douleur
pour disposer de molécules permettant de soulager les patients douloureux chroniques de maniere
efficace et sans risque. La recherche effectuée sous la direction du Pr Alain Eschalier a I'unité Inserm
766 est orientée dans ce sens et selon deux axes majeurs. Le premier consiste a mieux comprendre le
mécanisme d'action des antalgiques de référence afin d'en améliorer I'efficacité ou d'en réduire les
effets indésirables. Le second axe de recherche est basé sur l'identification des acteurs moléculaires
impliqués dans les déréglements pathologiques de la nociception, ceci dans le but de progresser dans
notre compréhension de la physiopathologie de la douleur mais aussi de disposer de nouvelles cibles
pharmacologiques potentielles, spécifiques d'une ou de plusieurs pathologies douloureuses.

Ce travail de thése s'inscrit dans ce deuxiéme axe de recherche et a pour objectif de caractériser
I'implication de la protéine Nav1.9 dans la douleur, chez I'animal sain et dans deux conditions
pathologiques : l'inflammation et la neurotoxicité sensorielle induite par l'oxaliplatine, agent anti-
cancéreux indiqué notamment dans le traitement du cancer du célon. Nav1.9 est un canal ionique

membranaire qui participe a l'activité électrique de certains neurones dédiés a la perception de la

® L'auto-immunité est souvent en cause lors de pathologies inflammatoires chroniques. C'est le cas notamment
de la polyarthrite rhumatoide ou de la maladie de Crohn (inflammation viscérale).
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douleur, les nocicepteurs. Plusieurs données bibliographiques, bien que parfois contradictoires, vont
dans le sens d'une régulation du canal Nav1.9 par l'inflammation. Ce travail a pour premier objectif de
déterminer in vivo le role joué par le canal Navl.9 dans la douleur inflammatoire, qu'elle soit
spontanée ou provoquée par des stimuli thermique et mécanique, et sur les modes aigu a chronique.
Parallelement, les aspects moléculaires, cellulaires et fonctionnels de son implication dans ce type de
douleurs ont été explorés. La deuxieme partie de ce travail découle d'un résultat surprenant obtenu
lors d'un test de sensibilité thermique. Au cours de ce test, des souris invalidées pour le gene codant le
canal Nav1.9 se sont montrées moins sensibles au froid douloureux (<5°C) que leurs congénéres non-
transgéniques. Suite a ce constat intéressant, nous avons décidé que la contribution du canal Nav1.9 a
la sensibilité au froid normale et pathologique ferait I'objet d'un deuxieme axe de travail de these,
notamment grace un modele connu pour induire une forte hypersensibilité au froid : la neuropathie
chimio-induite par I'oxaliplatine.

Ce manuscrit sera divisé en 3 grandes parties. Tout d'abord une introduction générale
permettra de poser les bases de I'anatomie et du fonctionnement du systeme nociceptif périphérique,
en présentant les principaux acteurs moléculaires de ce systeme et en insistant particulierement sur
les canaux sodiques dépendants du voltage dont fait partie Navl.9. Dans la seconde partie, les
résultats obtenus concernant l'implication du canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire seront
exposés et discutés. Enfin, les résultats de I'étude du role joué par Nav1.9 dans la perception du froid
normale et pathologique seront eux aussi présentés et discutés. Chacune des deux derniéres parties
sera précédée d'une introduction bibliographique permettant de mieux comprendre ces pathologies

et les mécanismes déja décrits.
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Il. LE SYSTEME NERVEUX NOCICEPTIF
PERIPHERIQUE

La capacité des organismes a ressentir et intégrer leur environnement a travers ses parametres
physico-chimiques est apparue trés tot dans I'évolution (Okamura et al., 2005; Kang et al., 2010). Elle a
fait I'objet d'une sélection naturelle constante, permettant I'émergence rapide d'un systéme sensoriel
particulier, dédié a la perception des stimuli potentiellement nocifs®.

Le systéme nociceptif fait partie intégrante du systeme somesthésique. Il a pour but d'alerter
I'individu en cas de danger potentiel, qu'il provienne du monde extérieur (extéroception) ou de
I'organisme lui-méme (intéroception). Ce systéme, n'est pas exclusif d'une modalité de stimulation,
mais est en mesure de détecter des stimuli de nature thermique (chaleur ou froid extréme),
mécanique (piqlre, pincement, pression intense...), ou chimique (venins, irritants, médiateurs de
I'inflammation ou de l'ischémie...). Ceci est rendu possible par la grande diversité cellulaire et
moléculaire des fibres nerveuses présentes a l'interface entre l'organe ou le tissu soumis a la
stimulation et le systéme nerveux central, siege de I'intégration du message douloureux en termes de
localisation, d'intensité, de nature ou des diverses composantes cognitivo-émotionnelles de la

douleur.

* Une étude a par exemple permis de dater I'apparition du gene TRPA1, impliqué dans la nociception chez les
vertébrés comme chez les invertébrés, a 500 millions d'années. Les bases moléculaires de la nociceptions
auraient donc été acquises avant I'apparition des premiéres plantes et animaux terrestres (Kang et al., 2010)
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Figure 1. Les voies du tact et de la nociception.

Sur ce schéma figurent les voies du tact (en rouge) et de la nociception (en bleu), depuis la terminaison
cutanée jusqu'au cortex somesthésique. Les trois niveaux, correspondants dans chaque cas a un circuit de
trois neurones, sont identifiés par les chiffres 1 (fibre afférente primaire), 2 (neurone de second ordre ou
spino-thalamique) et 3 (neurone de troisiéme ordre ou thalamo-cortical). D'apres Purves et al., 2003.
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Par souci de simplicité, le systéeme nociceptif est souvent divisé en trois grandes parties aux
fonctions bien définies :

- Les fibres afférentes primaires ou nocicepteurs (n°1 sur la Figure 1) innervent les organes et
tissus sensibles a la douleur, incluant la peau, organe majeur de l'interface avec le monde extérieur.
Ces fibres, qui représentent la partie périphérique du systéeme nociceptif, peuvent étre plus ou moins
spécialisées dans la détection d'une modalité de stimulation donnée. Elles vont avoir pour fonction
principale de coder l'intensité, I'évolution et la durée du stimulus, avant de transmettre I'information a
un neurone de second ordre au sein de la moelle épiniére.

- La moelle épiniére recoit entre autres les afférences nociceptives périphériques. Elle va
conduire les informations jusqu'aux centres nerveux supérieurs (fonction occupée par le neurone de
second ordre, n°2 bleu sur la Figure 1), mais a également un réle important dans la modulation de
I'information nociceptive, qu'elle soit antalgique ou pro-algique. Enfin, elle va permettre la génération
de mouvements réflexes pour une réponse rapide a la douleur. En ce qui concerne l'innervation de la
sphere oro-faciale, toutes ces fonctions sont assurées par le noyau du nerf trijumeau, dont
I'organisation cellulaire est comparable a celle de la moelle épiniere (voir p. 20).

- Les centres nerveux supérieurs et le cerveau permettent l'intégration de l'information
douloureuse. C'est a ce niveau que sont élaborées les réponses physiologiques (tachycardie,
vasoconstriction, mydriase, augmentation du métabolisme...) et psychologiques (stress, anxiété,
aversion...) a la douleur. La douleur va également étre qualifiée en termes de nature, d'intensité et de
localisation au niveau des cortex somesthésiques (voir le neurone thalamo-cortical, n°3 sur la Figure
1).

Le systéme nerveux nociceptif va étre décrit dans les chapitres suivants en tant que partie
intégrante du systéme somatosensoriel, avec une insistance particuliere sur la composante

périphérique qui est au cceur de ce travail de these.

1. ANATOMIE

Le systéme nerveux nociceptif périphérique est a l'interface entre le systeme nerveux central,
lieu de l'intégration et de la modulation de la douleur, et les organes et tissus sensibles. On oppose
classiguement l'innervation rachidienne a l'innervation cranienne a cause des différences
anatomiques existantes entre ces deux niveaux. Si ces différences sont importantes au niveau
anatomique, I'organisation cellulaire et fonctionnelle du systéme nociceptif périphérique suit le méme

schéma dans les deux cas.
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1.1. L'innervation rachidienne

Le systeme somesthésique périphérique, qu'il soit rachidien ou cranien, est constitué d'un
réseau de fibres nerveuses a la morphologie unique. En effet, ces fibres dites "afférentes primaires"
(FAP), ou nocicepteurs dans le cas du systéme nociceptif’, sont pseudo-unipolaires : elles n'émettent
gu'une seule projection de nature axonale qui se divise rapidement en deux branches. La premiére
branche, qui est aussi la plus longue, integre les nerfs périphériques innervant les tissus. La branche
courte integre les racines dorsales de la moelle épiniere, uniquement composée d'afférences
sensitives (nociceptives ou non), et projette au niveau de la corne dorsale (voir Figure 2). Les racines
ventrales de la moelle épiniere sont quant a elles composées de fibres motrices dont les corps
cellulaires se trouvent au niveau des cornes ventrales. La quasi-totalité des nerfs rachidiens sont des
nerfs mixtes®, issus de la fusion des racines dorsales et ventrales. Ils sont donc composés a la fois de
fibres afférentes sensitives et de fibres efférentes motrices, auxquelles peuvent également s'ajouter

des fibres efférentes végétatives sympathiques ou parasympathiques.

‘i DOS

4{!61’9 blanche / Racine dorsale

Nerf r: du nerf rachidien

\

Matiére grise
\ g

\ Racine ventrale

Corne postérieure
/du nerf rachidien

Corne antérieure
Ganglion rachidien
dorsal

Vertébre

VENTRE

Figure 2. Innervation de la moelle épiniére par les FAP et structuration des nerfs périphériques.
Source : Université de Laval (Canada), cours de Gilles Bourbonnais

> Les nocicepteurs sont une classe de FAP, mais il en existe d'autres types, dédiés a la perception de différentes
modalités de stimulation non douloureuses. Voir "Diversité fonctionnelle des fibres afférentes", page 21.
® Le nerf C1 ne posséde pas de racine dorsale car purement moteur. Concernant les autres nerfs, la proportion
afférences/efférences peut varier considérablement de I'un a l'autre en fonction des territoires innervés.
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Les corps cellulaires des FAP rachidiennes sont regroupés au sein des ganglions rachidiens

dorsaux (ou DRG pour "Dorsal Root Ganglion"), situés de part et d'autre de la moelle épiniére (voir

Figure 2). Chez I'Homme, on compte 29 paires de DRG et 31 paires de nerfs rachidiens’, dont le nom

est fonction de la vertébre dont ils sont issus :

8 nerfs cervicaux (notés C1 a C8)

12 nerfs thoraciques (notés T1 a T12)
5 nerfs lombaires (notés L1 a L5)

5 nerfs sacrés (notés S1 a S5)

1 nerf coccygien vestigial (noté Co)

Ces nerfs vont innerver les différents organes selon un plan bien défini, comme l'illustre

I'innervation cutanée (voir Figure 3). On peut en effet représenter a la surface du corps les territoires

d'innervation des nerfs rachidiens, ou dermatomes, de maniére plus ou moins précise. Il faut signaler

par ailleurs que les territoires d'innervation des nerfs périphériques ne chevauchent pas forcément les

territoires d'innervation des racines dorsales, car des réarrangements (anastomose) ont lieu au sein

des différents plexus existants de part et d'autre de la colonne vertébrale.

Plexus
cervical ‘[ = Nerfs Cervical
L cervicaux vertebrae
Plexu_s Cac
brachial 17 e
Nerfs Nerfs ebr
intercostaux ~ thoraciques
TaT
1 12
\
Nerfs
Plexus - lombaires 5““’3;
lombaire LaL, VEESOu.
LATERAL VIEW
Nerfs
Plexus sacré sacres
S as,
Queue
de cheval — Nerf
coccygien
\

Figure 3. Les nerfs rachidiens et leurs territoires d'innervation cutanée.

Sur la figure de gauche sont représentés les 31 paires de nerfs rachidiens ainsi que les plexus nerveux qu'ils forment. Sur la
figure de droite sont représentés les dermatomes correspondant, c'est-a-dire les territoires d'innervation cutanée de ces
différents nerfs. Sources : Université de Laval (Canada), cours de Gilles Bourbonnais ; http://www.sci-recovery.org

’ La différence entre le nombre de DRG et le nombre de nerfs s'explique par le fait que le nerf C1 ne posséde pas
de racine dorsale (nerf moteur pur) et que le nerf coccygien posséde un ganglion intradural.
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1.2. L'innervation cranienne

Douze nerfs craniens, notés de | a Xll, contribuent a l'innervation de la sphere oro-faciale. lls ont
pour point commun de projeter une branche axonale au niveau du tronc cérébral. Les nerfs craniens
peuvent étre sensitifs, moteurs ou mixtes, mais la composante sensitive de tous ces nerfs, sauf un, ne
va pas étre dédiée a la somesthésie, mais a une autre modalité sensorielle comme la vision, l'audition,
la gustation ou l'olfaction. La totalité de I'innervation somesthésique oro-faciale est en fait assurée par
les 3 branches d'un seul et méme nerf, le nerf V, ou nerf trijumeau, dont les FAP prennent naissance
au niveau du ganglion de Gasser ou ganglion trigéminal (ou TG pour "Trigeminal Ganglion"),
équivalent du DRG spinal). Celles-ci se projettent ensuite dans le noyau du nerf trijumeau, qui assure

une fonction similaire a celle de la moelle épiniére, au niveau de la face (voir Figure 4).

Frontal
Cingulaire
Somatosensoriel
Insulaire
Noyau ventropostéromédian
groupe postérieur
Noyau
principal
[ Sous-noyau
oral

Complexe sensitif | Noyau | Sous-noyau
du trijumeau | spinal | interpolaire

Racine
descendante

Sous-noyau
|_caudal

Figure 4. Innervation somesthésique de la face.

Sur ce schéma figure l'innervation somesthésique périphérique de la face, a savoir le ganglion de Gasser (ou ganglion
trigéminal) et les trois branches de la cinquiéme paire de nerfs craniens a qui il donne naissance (V1: nerf ophtalmique; V2:
nerf maxillaire; V3: nerf mandibulaire). Les FAP de ce ganglion font synapse avec un neurone de second ordre au niveau du
noyau du nerf trijumeau. (Dallel et al., 2003)
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2. DIVERSITE FONCTIONNELLE DES FIBRES AFFERENTES
PRIMAIRES

On peut distinguer les FAP selon plusieurs critéres anatomiques (diametre, présence ou non
d'une gaine de myéline), fonctionnels (vitesse de conduction, modalité ou seuil d'activation), ou
encore par I'expression de divers marqueurs moléculaires. La classification la plus couramment utilisée
est basée sur la vitesse de conduction des fibres, dont dépend la plupart des autres parametres. C'est
la classification d'Erlanger-Gasser, basée sur des enregistrements de nerfs de grenouilles réalisés in
vitro pendant les années 20 (Gasser et Hartree, 1924). Les auteurs ont constaté que suite a une
stimulation électrique de I'extrémité d'un nerf, plusieurs pics sont enregistrées en décalé a l'autre
extrémité (notés a, B, y et 6, voir Figure 5C). Herbert S. Gasser et Joseph Erlanger ont pu plus tard faire
le lien entre ces différents pics et les vitesses de conduction respectives des fibres qui composent le
nerf grace aux premiers enregistrements de fibres isolées (Gasser, 1941), ce qui leur a valu le prix
Nobel de médecine en 1944. La classification a été ensuite revue pour former 3 groupes de fibres, A, B

et C, ainsi que les subdivisions du premier groupe (Aa, AB, Ay, AS, B et C, voir Tableau 1).

Type de  Diamétre Gaine de Vitesse de conduction Fonction des fibres afférentes

fibre (um) myéline (m.s™)

- Proprioception (fuseaux
Aa 12-20 oui 80-120 neuromusculaires de type la, organe
tendineux de Golgi)

- Tact
- Proprioception (fuseaux

AB 6-12 oui 35-75 .
neuromusculaires de type I,
récepteurs articulaires)
e s - Nociception
Ad 1-5 oui (légéere) 4-30 3 lcept .
- Température non nocive
- Nociception
C 0,2-1,5 aucune 0,4-2 - Prurit

- Température non nocive
- Toucher plaisant

Tableau 1. Caractéristiques et fonctions des différents types de fibres afférentes primaires.
NB : les fibres purement efférentes, de type Ay et B, sont volontairement omises. D'apres Guirimand et Le Bars, 1996;
McGlone et Reilly, 2010; Schepers et Ringkamp, 2010.

Seules les fibres AS et C véhiculent des informations nociceptives, de maniere non exclusive. Les
fibres AR sont spécialisées dans les afférences tactiles (toucher non douloureux) et proprioceptives.
Les fibres Aa, majoritairement efférentes et motrices, contribuent également au systéme

proprioceptif, renseignant I'organisme sur I'état de contraction de ses muscles. Il existe encore des
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fibres Ay, toutes efférentes. Celles-ci interviennent dans la contraction du fuseau neuromusculaire
(systeme proprioceptif). Les fibres du groupe B sont elles aussi efférentes et constituent les fibres pré-
ganglionnaires du systéme nerveux autonome.

Sur le plan nociceptif, les propriétés respectives des fibres Ad et C se traduisent par des
douleurs percues différentes, dans l'espace et dans le temps (voir Figure 5A-B). Les fibres Ad
véhiculent le message relativement rapidement (4 3 30 m.s™) et sont responsables d'une douleur
aigué quasi-immédiate et bien localisée. Les fibres C transmettent un message retardé (a la vitesse de
0,4 3 2 m.s™) et vont générer une douleur diffuse, plus prolongée. Les fibres C représentent 80% de

I'innervation cutanée, et presque la totalité de l'innervation viscérale (Guirimand et Le Bars, 1996).

Aa B
C a
g
2
G
>
J Ad &
Time
b
First pain
Second pain
ALk S -2
e T i N T T A T Y T A A O O A L T
0 00 1 15 W W B 2 B 40 44
Milliseconds

Figure 5. Impact de la vitesse de conduction des FAP sur la nociception.

a) Enregistrement schématique d'un potentiel d'action (PA) complexe, résultant de la somme des PA enregistrés a
I'extrémité d'un nerf en réponse a la stimulation de I'autre extrémité de ce dernier. On peut voir 3 pics décalés
(Aa/B, AS et C) traduisant les différentes vitesses de conduction des fibres qui le composent. b) Le décalage entre
les pics A et C se traduisent par une douleur immédiate (A8) suivie d'une douleur tardive et plus diffuse (C). c)
Illustration originale d'un enregistrement réalisé sur une section de nerf saphene de chat de 6 cm par Herbert S.
Glasser. On peut noter que I'ancienne classification est utilisée. (Gasser, 1941; Julius et Basbaum, 2001)

Les FAP peuvent également étre divisées sur le plan fonctionnel en différents groupes, chacun
responsable d'une des composantes de la somesthésie (toucher, perception thermique,
proprioception, nociception). Ces fibres peuvent en effet étre spécialisées dans la détection d'une
modalité et/ou d'une intensité de stimulation donnée. On distingue les 4 grands types de récepteurs
somesthésiques suivants :

. les mécanorécepteurs cutanés, responsables de toutes les composantes du toucher

comme la pression, le déplacement, la texture, la taille de I'objet...

. les mécanorécepteurs proprioceptifs, ou propriocepteurs, qui ont pour fonction de

renseigner |'organisme de fagon statique et dynamique sur I'état de contraction des

muscles ou d'étirement des tendons, ainsi que sur la position des articulations
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. les thermorécepteurs, permettant de ressentir finement la température dans une
gamme dite "de confort"

. les nocicepteurs, qui vont étre responsable de la détection des stimuli potentiellement
nocifs, qu'ils soient de nature physique (chaud, froid, écrasement, étirement...) ou
chimique (irritation, inflammation...)

Dans la partie qui va suivre, et qui a pour but de décrire ces différents types de FAP, les fibres a

bas seuil seront différenciées des fibres a haut seuil d'activation que sont les nocicepteurs. En effet,
ces FAP a haut seuil d'activation (i.e. activables par des stimuli de trés forte intensité, nocifs) forment

une famille hétérogene et complexe.

2.1. Fibres a bas seuil d'activation

Ces fibres sont dédiées a la perception du toucher discriminant ou de la température non
nocive, ainsi qu'a la proprioception. Selon leur fonction, on les nomme proprio-, mécano- ou

thermorécepteurs, les deux derniers projetant essentiellement au niveau cutané.

2.1.1. Mécanorécepteurs tactiles cutanés

Ces récepteurs, également appelés mécanorécepteurs a bas seuil ou LTM pour "low threshold
mecanoreceptors"” sont au nombre de 4 (corpuscule de Pacini, corpuscule de Meissner, disque de
Merkel, corpuscule de Ruffini), fortement concentrés dans la peau glabre, auxquels il faut ajouter les

récepteurs des follicules pileux sur le reste du corps (voir Figure 6, Figure 7).
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Figure 6. Vision schématique d'une coupe de peau, illustrant les différents récepteurs sensoriels,
leur morphologie, et leurs positions respectives.

Les terminaisons nerveuses libres représentées sont des nocicepteurs ou des thermorécepteurs a
bas seuil, décrits plus loin dans ce manuscrit (Patapoutian et al., 2003).

On distingue les récepteurs tactiles cutanés selon 2 critéres majeurs :
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Leur champ récepteur. Les récepteurs situés dans les couches profondes du derme sont
pourvus d'un champ récepteur large (corpuscules de Pacini et de Ruffini). lls interviennent
dans la perception du déplacement des stimuli mécaniques. Les disques de Merkel et les
corpuscules de Meissner sont situés a la limite derme/épiderme et ont par conséquent un
champ récepteur réduit. lls sont quant a eux impliqués dans le toucher discriminant
(formes et textures).

Leur vitesse d'adaptation. Les mécanorécepteurs a adaptation rapide (corpuscules de
Pacini et de Meissner) déchargent lors des changements d'état (en début et fin d'une
stimulation, réponse tonique). La fréquence des potentiels d'action (PA) va coder la
vitesse de changement d'état. Les récepteurs a adaptation lente (disques de Merkel et
corpuscules de Ruffini) vont émettre des PA tant qu'ils ne se trouvent pas a leur état de
repos (toute la durée de stimulation, réponse phasique). Ils vont coder l'intensité et la
durée de stimulation. Les mécanorécepteurs cutanés sont ainsi souvent différenciés par
ce seul parametre (FAI et FAIl pour "fast adapting" | et Il, SAl et SAll pour "slow adapting"
| et Il). La peau (glabre ou pileuse) compte 5 fois plus de récepteurs a adaptation rapide

gu'a adaptation lente.
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Figure 7. Les quatre types de mécanorécepteurs a bas seuil de la peau glabre.

Au centre sont présentés les quatre mécanorécepteurs de la peau glabre et leurs réponses électrogéniques a une
méme stimulation. A gauche sont illustrés les champs récepteurs et a droite la densité d'innervation au niveau de
I'intérieur des mains. Les mécanorécepteurs sont partagés en deux colonnes, selon que leur adaptation est lente
(SA pour "slow adapting") ou rapide (FA pour "fast adapting") (McGlone et Reilly, 2010).

Tous ces récepteurs sont a innervation AB. Il existe cependant des exceptions pour les

récepteurs des follicules pileux, pouvant étre couplés a des fibres Ad (fibres "D-hair", Koltzenburg et

al., 1997) mais aussi a des fibres C. L'activation des fibres C tactiles ne serait cependant pas sensori-

discriminative, mais impliquée dans la réponse émotionnelle et hormonale aux caresses (Olausson et

al., 2002).
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2.1.2. Propriocepteurs

Cette classe particuliere de mécanorécepteurs intervient dans la sensibilité proprioceptive,
c'est-a-dire du mouvement et de la position des membres. lls sont connectés a des fibres de gros
calibre et a conduction rapide Aa et AB. Il en existe 3 types :

. Les fuseaux neuromusculaires. Ces récepteurs sont sensibles aux variations d'étirement du
muscle. Ils sont situés a l'intérieur de ce dernier, parallelement aux fibres musculaires, et sont
constitués d'un regroupement de 5 a 15 fibres musculaires protégées par une enveloppe de
tissu conjonctif. La position des noyaux des fibres permet de différencier 2 types de fuseaux
neuromusculaires :

- Les fuseaux neuromusculaires primaires (a sac nucléaire) sont innervés par des fibres

de type la (Aa) et sont sollicités principalement lors des changements d'états de contraction
musculaire (réponse a dominante tonique).

- Les fuseaux neuromusculaires secondaires (a chaine nucléaire) sont innervés par des

fibres de type Il (AB) et ne codent que pour I'état de contraction du muscle (réponse
phasique).
Ces propriocepteurs sont également impliqués dans le réflexe myotatique, contraction
involontaire d'un muscle en réponse a son étirement.

. Les organes tendineux de Golgi. Situés a l'interface muscle-tendon, ces récepteurs sont
constitués de fibres de collagéne connectées aux fibres musculaires d'un c6té et a I'aponévrose
tendineuse de l'autre. Ces récepteurs, innervés par des fibres de type Ib (Aa) sont sensibles aux
variations de la tension musculaire, directement proportionnelle a la force développée.

. Les récepteurs articulaires. Localisés dans le tissu conjonctif des articulations, ces récepteurs
permettent un codage de l'angle de flexion ou d'extension de l'articulation, ainsi que de sa
vitesse de variation. lls ont donc une réponse a la fois tonique et phasique. Ce sont
principalement des récepteurs de Ruffini (pour les capsules articulaires), mais aussi des

récepteurs de Golgi (pour les ligaments articulaires).

2.1.3. Thermorécepteurs

Ces récepteurs sont spécialisés dans la perception fine de la température non nocive, c'est a
dire dans une gamme allant conventionnellement de 20 a 45°C® (Schepers et Ringkamp, 2010). Selon

leur type, ils vont répondre soit a une augmentation de température (thermorécepteurs au chaud),

8 N . ., A . . . . . \
Au-dela de ces températures, les thermorécepteurs peuvent étre toujours actifs, mais I'activation parallele des
fibres nociceptives prend le dessus.
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soit a une diminution de celle-ci (thermorécepteurs au froid, voir Figure 8). lls sont constitués de fibres
nerveuses de type AS ou C aux terminaisons libres et peuvent étre cutanés ou internes, intervenant
alors dans les processus thermorégulatifs. Ces fibres thermoréceptrices diffusent peu sous la surface
cutanée avant d'émettre des projections épidermiques, ce qui leur vaut des champs récepteurs
ponctuels non chevauchants (de un a quelques millimétres de diameétre). La densité de récepteurs
peut en revanche varier fortement en fonction du territoire considéré. Ainsi, les levres comptent

environ 20 récepteurs au froid par centimétre carré contre 4 sur la peau des doigts (McGlone 2010).
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Figure 8. Fréquence moyenne de décharge des thermorécepteurs au froid et au chaud en fonction de la
température.

La ligne pointillée indique la température normale de la peau (33°C), a laquelle les récepteurs au froid sont
plus actifs que les récepteurs au chaud (Patapoutian et al., 2003).

2.1.3.1. Thermorécepteurs au froid

Ces récepteurs sont des fibres de type Ad répondant a une large gamme de température
comprise entre 17 et 40°C, avec un pic d'activité situé entre 20 et 30°C (Dubner et al., 1975). Les
thermorécepteurs au froid sont activés a la température normale de la peau. Leur réponse est a la fois
tonique et phasique. lls vont tout d'abord répondre vigoureusement a une baisse de température
(réponse tonique) puis se stabiliser a un niveau d'activité correspondant a la température atteinte
(réponse phasique). L'augmentation de la température va quant a elle avoir un effet inhibiteur sur leur
activité. Ces fibres ont pour point commun d'étre activées par le menthol.

Il existe d'autres types de fibres activées par le froid non nociceptif. Nommés Récepteurs au
Froid a Haut seuil (HCR pour "High threshold Cold Receptors"), ces fibres de type C sont activées a des

températures inférieures a 27°C (pas d'activité lorsque la température est neutre), et ne répondent
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pas aux stimulations mécaniques (LaMotte et Thalhammer, 1982). Leur réponse n'est que transitoire
et nécessite un refroidissement rapide, supérieur a 2°C/s. Le rdle des fibres C dans la perception du
froid non nocif est pour l'instant inconnu, mais une équipe a proposé que ces fibres, également
activées par le chaud, puissent étre impliquées dans certains phénomeénes d'hypersensibilité au froid
ou dans la sensation paradoxale de brilure provoquée par un refroidissement rapide.

Environ la moitié des mécanorécepteurs a bas seuil et a adaptation lente (i.e. les fibres SA | et
Il : disques de Merkel et corpuscules de Ruffini) répondent également a un refroidissement de la peau
a 14,5°C (Cahusac et Noyce, 2007). Dans ce cas encore, la contribution de ces fibres a la sensibilité au
froid est considérée comme peu probable, de par leur nature AB, mais aussi car I'amplitude de leur
réponse est négligeable par rapport a ce qui suit une stimulation mécanique, ou encore a ce que l'on

peut observer dans les thermorécepteurs AS.

2.1.3.2. Thermorécepteurs au chaud

Les thermorécepteurs au chaud sont des fibres C qui, comme les thermorécepteurs au froid,
posseédent un champ récepteur réduit voir ponctuel. lls ne répondent qu'aux stimulations thermiques
de 30 a 50°C, avec un maximum d'activité autour de 40-43°C (Darian-Smith et al., 1979; Schepers et
Ringkamp, 2010). lls chevauchent donc la gamme d'activation des thermorécepteurs au froid et sont
eux aussi actifs a la température cutanée normale, mais dans une moindre mesure que ces derniers.
Suite a un réchauffement, I'activité électrique de ces fibres va étre importante (forte réponse tonique)
puis se stabiliser au plateau correspondant a la température environnante (réponse phasique). Ces
fibres sont donc elles aussi capables de coder une température stable mais vont réagir de fagon plus
intense aux variations de température que les fibres sensibles au froid, favorisant la discrimination

thermique. Le refroidissement quant a lui va inhiber leur activité, alors que le menthol n'a aucun effet.

2.2. Nocicepteurs

Si le concept de neurones sensoriels dédiés a la perception douloureuse est assez ancien
(Sherrington, 1906), les premiéres preuves expérimentales de I'existence de neurones ne répondant
gu'aux stimulations douloureuses sont relativement récentes (Burgess et Perl, 1967). Depuis lors, les
techniques électrophysiologiques, pharmacologiques et moléculaires ont permis de caractériser les
nocicepteurs et de mettre en évidence leur diversité.

Les nocicepteurs sont des fibres afférentes primaires a haut seuil d'activation, activées par des

stimulations mécaniques, thermiques et/ou chimiques dont la forte intensité ou la nature traduit un
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danger potentiel pour I'organisme. Ce sont des fibres de petit calibre A8 ou C* munies de terminaisons
libres a leurs extrémités. Si les électrophysiologistes et les biologistes moléculaires sont parvenus a
caractériser différentes populations de nocicepteurs en fonction de leurs propriétés électrogéniques
ou de l'expression de certains marqueurs, ces fibres forment en réalité un ensemble extrémement
hétérogene, chaque nocicepteur étant le produit d'une combinatoire développementale tres
complexe. Les populations neuronales identifiées ne constituent que des tendances dominantes
observées au sein des nocicepteurs, mais en aucun cas des groupes cloisonnés (Belmonte et Viana,
2008). De nombreux critéres de différenciation peuvent étre utilisés pour distinguer des groupes de
nocicepteurs, comme la nature des stimuli détectés (mécanonocicepteur, thermonocicepteur,
nocicepteur polymodal) ou la présence de divers marqueurs moléculaires (récepteurs de facteurs de
croissance, neuropeptides, canaux ioniques...). Dans cette introduction, les nocicepteurs seront en
premier lieu différenciés selon leur calibre. En effet, ce parameétre va influer considérablement sur leur
roles respectifs dans la perception douloureuse. De par leur vitesse de conduction plus importante, les
fibres AS sont responsables d'une douleur "immédiate", alors que les fibres C sont a I'origine d'une

douleur plus tardive, mais également plus diffuse (pour rappel voir Figure 5 page 22).

2.2.1. Fibres Aé nociceptives

Les nocicepteurs AS (et potentiellement AB°) apportent au systéme nerveux central une
information rapide et précise sur la nature et la localisation de la douleur. En fonction de leurs
réponses a des stimuli mécaniques et thermiques, ils ont été divisés en 3 groupes :

Les fibres AMH (pour "A-fiber Mecano-Heat sensitive"), polymodales, répondent a la fois aux
stimulations mécaniques et aux stimulations thermiques chaudes. Elles vont également pouvoir étre
activées par différents ligands chimiques endogenes ou exogenes. On distingue les fibres AMH de
type |, répondant préférentiellement aux stimulations mécaniques (seuil thermique trés élevé, >53°C
pour une stimulation courte d'une seconde), et les fibres AMH de type Il, répondant
préférentiellement aux élévations de température (seuil thermique =47°C pour une stimulation
courte, Treede et al., 1998). Les fibres de type Il ne sont pas retrouvées dans la peau glabre, ceci
pouvant expliquer I'absence de douleur thermique rapide pour une stimulation douloureuse
d'intensité modérée (<53°C). Ces fibres polymodales AMH représentent ensemble 86% des

nocicepteurs de type A (Djouhri et Lawson, 2004).

% |l existe également, en plus faible quantité, des nocicepteurs de type AP (18% des nocicepteurs de type A chez
le rat). Seule la vitesse de conduction permet de différencier les nocicepteurs A8. Les nocicepteurs de type A
forment en effet une population homogene de fibres dont les propriétés recouvrent les caractéristiques Ad
jusqu’a la limite basse AB (Djouhri et Lawson, 2004).
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Le faible pourcentage de nocicepteurs de type A non polymodaux va se partager entre deux

populations : les fibres HTM pour "High Threshold Mecanoreceptor", ne répondant qu'aux

stimulations mécaniques, et les fibres AMC (pour "A-fiber Mecano-Cold sensitive) activées par la
pression et le froid douloureux (<0°C, Simone & Kajander, 1997). Il faut noter qu'a des températures

extrémes (<-12 a -18°C), tous les nocicepteurs sont activés.

2.2.2. Fibres C nociceptives

S'il existe des nocicepteurs de type C dédiés a la perception de stimuli thermiques (chaud ou
froid) ou mécaniques, la plupart sont polymodaux, comme les nocicepteurs de type A (voir Figure 9).
On appelle aussi ces fibres CMH pour "C-fiber Mecano-Heat sensitive", la sensibilité chimique étant la
encore implicite, bien que faible par rapport aux fibres Ad (considérant I'effet d'une soupe

inflammatoire) ou aux fibres C insensibles aux stimuli mécaniques'® (Davis et al., 1993).

Figure 9. Répartition des fibres C enregistrées

au niveau de la peau humaine.

194 fibres C cutanées ont été identifiées au
W Fibres CMH niveau du genou et de la cheville de
volontaires sains grace a des stimulations
électriques, de maniére a recruter tous les
Thermique seul types de fibres, indépendamment de leur
modalité d'activation. Une fois le champ
récepteur de chaque fibre identifié,
| Fibres sympathiques différentes modalités de stimulation sont

appliquées et les réponses sont enregistrées

au niveau du nerf (Schmidt et al., 1995).

m Mécanique seul

H Nocicepteurs silencieux

Le seuil d'activation des fibres CMH par le chaud a été mesuré aux environs de 40°C en fonction
de la profondeur de leurs terminaisons cutanées, comprise entre 20 et 570 um chez le singe (Tillman
et al., 1995). Un phénoméne d'épuisement rapide a été mis en évidence dans ces fibres, diminuant
leur réponse lors d'une deuxiéme stimulation thermique espacée de moins de dix minutes de la
premiere. Ce phénoméne a également lieu si les deux stimulations sont de natures différentes
(électrique, mécanique ou thermique), mais la récupération est plus rapide (Peng et al., 2003). La
sensibilité thermique chaude des fibres C est en tres grande partie imputée a TRPV1, dont I'expression
est quasiment restreinte aux fibres C, polymodales ou non (Kobayashi et al., 2005). La sensibilité
chimique quant a elle est beaucoup plus forte chez les fibres C insensibles a la pression mécanique, qui
sembleraient étre des chémosenseurs spécialisés. Certaines fibres C vont également se spécialiser

dans la réponse chimique aux agents pruritogénes endogénes, comme ['histamine (Schmelz et al.,

1% ces fibres ne sont pas réellement "insensibles" aux stimuli mécaniques, mais leur seuil d'activation est
considérablement élevé (>6 bar ou 60 g/mm, Meyer et al., 2008).
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1997). Ces fibres a conduction trés lente (comparée aux fibres CMH) seraient responsables de la
sensation de démangeaison et emprunteraient un circuit qui leur serait propre, y compris au niveau
des projections central (Schmelz, 2001).

Il existe enfin une population de nocicepteurs dits silencieux, ne répondant ni aux stimuli
thermiques, ni aux stimuli mécaniques (Lynn, 1991). Il est cependant possible de "réveiller" ces fibres
par différents algogénes comme la capsaicine (agoniste TRPV1 extrait du piment) ou |'huile de
moutarde (agoniste TRPA1). Il a été proposé que ces fibres puissent participer a I'hyperalgie primaire
dans certains cas, comme lors d'une réaction inflammatoire (Schmidt et al., 1995).

Sur le plan moléculaire, on distingue aussi deux sous-populations de fibres C par les marqueurs
gu'elles expriment, comme certains neuropeptides ou le récepteur a la neurotrophine dont dépend
leur survie ou leur maintien. Les sites de projection des nocicepteurs de type C au niveau des cornes
dorsales de la moelle épiniére vont également étre différents (Snider et McMahon, 1998) :

e les fibres C peptidergiques : Ces fibres sécrétent en particulier deux neuropeptides, la

substance P et le Peptide Relié au Gene Calcitonine (CGRP pour "Cacitonin-Gene Related
Peptide"), que l'on retrouve tres largement colocalisés. lls sont exprimés par 50% des
nocicepteurs cutanés de type C (et par 20% des fibres A, ou 40% des neurones des DRG
confondus, Djouhri & Lawson, 2004). En revanche, la quasi-totalité des afférences viscérales ou
de la peau glabre sont peptidergiques. Si la trés grande majorité des fibres peptidergiques sont
des nocicepteurs, la moitié des nocicepteurs est constituée de fibres peptidergiques (Lawson et
al., 2002). Ces fibres maintiennent aussi I'expression développementale du récepteur TrkA au
Facteur de Croissance des Nerfs (NGF pour "Nerve Growth Factor") a I'dge adulte. Ce dernier
constitue un marqueur trés spécifique des nocicepteurs. Les projections médullaires des fibres C
peptidergiques se font essentiellement au niveau des couches | et Il externe (voir chapitre 3 p.
33).

e les fibres C non-peptidergiques : Le principal marqueur moléculaire utilisé pour différencier ces

fibres est leur affinité pour l'isolectine B4 (IB4), extrait de la plante Griffonia simplicifolia,
médiée par les résidus a-D-galactose des glucoconjugués membranaires. L'IB4 n'est jamais
colocalisée avec le CGRP ou avec la substance P, et toutes les fibres IB4-positives sont
nociceptives (Gerke et Plenderleith, 2001). Aprés la naissance, les fibres C non-peptidergiques
perdent leur dépendance au NGF (Molliver et al., 1997) et expriment un proto-oncogéne
codant pour le récepteur RET (pour "Rearranged during Transfection") au Facteur
Neurotrophique Dérivé des Gliocytes (GDNF pour "Glial cell line Derived Neurotrophic Factor")
ainsi qu'a la neurturine, a lI'artémine et a la perséphine, qui sont 3 neurotrophines de la famille

du GDNF. Leurs projections médullaires se font principalement au niveau de la couche Il interne.
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Ces deux populations de fibres vont également exprimer différentiellement certains récepteurs
ou canaux (voir Figure 10). Ainsi, le récepteur P2X; a I'Adénosine Triphosphate (ATP), libérée en cas de
|ésion tissulaire, est exprimé sélectivement par les neurones IB4-positifs chez le rat (Guo et al., 1999).
Le récepteur TRPV1, activé par la chaleur, I'acidité ou les composés vanilloides, est exprimé presque
exclusivement par les neurones IB4-négatifs chez la souris (Zwick et al., 2002). Ces derniers sont en
conséquence plus sensibles a une diminution de pH et a l'application de capsaicine (Dirajlal et al.,
2003). En revanche, ce cloisonnement n'est pas retrouvé chez le rat. (Woodbury et al., 2004). Les
marqueurs moléculaires des nocicepteurs sont a l'image des populations neuronales qu'ils
définissent : leur combinatoire est complexe. On ne peut en dégager que des tendances, et non des

régles absolues.

Figure 10. Les principaux

tl'kA, trkC marqueurs cellulaires des
GFRo1 neurones des DRG chez le
= rat.
O
ot eT e e ¥t subst'amce 7 Le premier niveau de
XX OO P trkA |galanin, VIP, distincti |
. a%a%a%% 0 somatostatin istinction  concerne les
carbonic anhydrase OO O PO e NF200 (fib
GM1 ganglioside |} 4%%-2- 20 0 wle " BDNF,VR1 marqueurs (fibres
| L@ NF200 2,0 myélinisées), CGRP (fibres
) e nle s
e 430% pe CGRP non myélinisées,
:o: OO0 o:o. GFRu3 peptidergiques) et B4
" (fibres non myélinisées, non

peptidergiques), ne se
chevauchant pas. D'autres
marqueurs (enzymes,
neuropeptides, hormones,
récepteurs) se surajoutant
7z ] a ce premier niveau sont
4%&'5, RF représentés autour de ce
GFR0o1/GFRa2 diagramme (Priestley et al.,
2002).
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3. PROJECTIONS CENTRALES DU SYSTEME
SOMESTHESIQUE PERIPHERIQUE

Toutes les FAP, nociceptives ou non, émettent une projection axonale au niveau de la substance
grise de la moelle épiniére, qui constitue la premiére étape de l'intégration et de la modulation de
I'information sensorielle. La substance grise spinale est divisée en dix couches ou laminae selon le
systeme décrit par Bror Rexed (Rexed, 1952), distinctes par leur anatomie et par les types cellulaires

rencontrés (voir Figure 11).

Low-threshold
mechanoreceptors

Temperature and
pain receptors

Dorsal horn Afferent

(sensory)

L Proprioceptors

Laminae of | IV.-
spinal cord \\;I

!\ X
WL VIH e Efferent

(motor)

Ventral horn

Figure 11. Projections centrales des fibres afférentes primaires.

Sur la droite de ce schéma sont représentées les projections des FAP selon leur nature. Sur la partie gauche sont délimitées
les différentes couches des cornes dorsales et ventrales de la moelle épiniere. Les thermorécepteurs a bas seuil et les
nocicepteurs projettent principalement dans les couches superficielles | et Il. Les couches Ill, IV et V, plus profondes,
regoivent les projections des récepteurs tactiles cutanés. Les propriocepteurs projettent quant a eux dans les couches
profondes des cornes dorsales et dans la corne ventrale (VI a IX). Ici, le propriocepteur représenté contacte un motoneurone
de la corne ventrale, illustrant le réflexe myotatique (Patapoutian et al., 2003).

e Les couches | a VI forment les cornes dorsales de la moelle épiniere et recoivent les
afférences sensorielles. Les nocicepteurs cutanés innervent les couches superficielles |
(zone marginale) et Il externe (substance gélatineuse), ainsi que la couche V pour les
fibres AS. Les nocicepteurs d'origine musculaire et viscérale projettent quant a eux au
niveau des couches I, V et VI, et I, V, VIl et X, respectivement. Les afférences
somesthésiques non nociceptives projettent dans les couches Ill, IV et V (Le Bars et

Adam, 2002).
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La lamina VIl forme la couche intermédiaire et les laminae VIII et IX les cornes
ventrales, dans lesquelles se trouvent les corps cellulaires des neurones moteurs
(motoneurones) innervant les muscles squelettiques. Les propriocepteurs projettent au
niveau des couches IV a IX, intervenant dans la proprioception consciente (corne
dorsale), ou dans le reflexe myotatique par contact direct avec un motoneurone (corne
ventrale), comme illustré par la Figure 11.

La couche X, ou commissure grise, est enfin formée de substance grise entourant le
canal de I'épendyme. Elle recoit également des projections afférentes, principalement

nociceptives.

Pour résumer, les cornes dorsales sont principalement impliquées dans la perception

sensorielle, avec une spécialisation nociceptive des couches | et Il, et une convergence de fibres

nociceptives et non nociceptives au niveau de la couche V. Les cornes ventrales émettent I'innervation

motrice et peuvent recevoir les afférences proprioceptives de maniére directe. Au niveau médullaire,

les fibres afférentes primaires projettent également sur différents types de neurones de second ordre

(ou neurones de projection), répartis en trois classes :

Classe | - Ces neurones sont dits "a bas seuil" puisqu'ils recoivent des afférences non
nociceptives. lls interviennent dans la transmission de I'information tactile, thermique
discriminatrice et proprioceptive consciente.

Classe Il - Ce sont les neurones a convergence (ou WDR pour "Wide Dynamic Range")
qui portent ce nom en raison de leur innervation mixte, nociceptive et non nociceptive.
Principalement situés au niveau de la couche V, leur champ récepteur peut varier par
exemple de quelques phalanges a un bras entier, avec une activité qui va en décroissant
au fur et a mesure que la stimulation est éloignée du centre de ce dernier (Calvino et
Grilo, 2006).

Classe Ill - Ces neurones recoivent des afférences purement nociceptives et sont dits
NS pour "Nociceptive-Specific". lls sont principalement situés dans les couches externes
des cornes dorsales de la moelle épiniére et recoivent des afférences cutanées,

musculaires ou viscérales. Leur champ récepteur est réduit.

L'existence de ces différentes classes de neurones de second ordre va permettre de conserver la

dissociation entre les différents systémes (nociceptifs et non nociceptifs) au niveau du systéme

nerveux central. L'existence des neurones de classe Il, WDR, va quant a elle permettre une modulation

médullaire de I'information douloureuse appelée "gate-control". Ce mécanisme, proposé par Melzack

et Wall (1965), consiste en une inhibition du neurone WDR par les fibres de gros diamétre (tactiles)

impliquant des interneurones GABAergiques. Une stimulation mécanique légére (ex : frottement de la

34



Introduction et bases bibliographiques
Le systeme nerveux nociceptif périphérique

main sur une zone douloureuse) va donc permettre de diminuer la sensation de douleur percue.
D'autres sources de modulation existent, positives comme le wind-up'’, ou négatives comme via
I'activation des contrdles inhibiteurs descendants™. La moelle épiniére n'est donc pas un simple relais
entre le systeme nerveux périphérique et le cerveau, mais également un important lieu de
modulation.

Les neurones de projection recevant des afférences nociceptives émettent des prolongements
en direction du tronc cérébral et du cerveau, formant différents faisceaux innervant un grand nombre
de noyaux supraspinaux impliqués dans les composantes sensori-discriminatives, végétatives ou
encore cognitivo-émotionnelles de la douleur (Le Bars et Adam, 2002; Basbaum et al., 2009). Par
exemple, le faisceau spinothalamique projette au niveau du thalamus, et particulierement au niveau
du thalamus latéral en ce qui concerne les neurones issus des cornes postérieures de la moelle
épiniere. Ce systeme intervient dans la composante sensori-discriminative de la douleur, via un
troisitme neurone projetant sur les cortex somesthésiques. Le faisceau spinoréticulaire projette
quant a lui au niveau du tronc cérébral sur la formation réticulée, élaborant les réponses
physiologiques (végétatives) a la douleur. On peut enfin citer le faisceau spinoparabrachial qui, aprés
avoir fait synapse dans le noyau parabrachial du tronc cérébral, permet |'activation de certaines
régions impliqués dans la composante affective et émotionnelle de la douleur (cortex insulaire et

cingulaire, amygdale...).

Ce travail de these s'inscrit dans une logique de recherche de cibles pharmacologiques nouvelles pour
le développement d'antalgiques, via la compréhension des mécanismes de transduction des stimuli

par les nocicepteurs, en conditions normale et pathologiques. Le chapitre suivant a donc pour but de

présenter les acteurs moléculaires de la transduction sensorielle nociceptive, en accordant une
importance particuliere aux canaux sodiques dépendants du voltage, effecteurs de I'excitabilité

cellulaire, et dont le canal Nav1.9 fait partie.

" Suite 3 des décharges répétées, les récepteurs au N-méthyl-D-aspartate portés par les neurones de second
ordre vont étre activés de maniére durable et sensibiliser ce dernier. C'est le phénomeéne de "potentialisation a
long terme" qui contribue ici au wind-up.

'2 Certains neurones des noyaux du raphé projettent directement au niveau des cornes dorsales de la moelle
épiniére, établissant des synapses inhibitrices avec les neurones de second ordre. Cette zone du cerveau, activée
suite a une stimulation douloureuse, va exercer un rétrocontrdle négatif sur les neurones nociceptifs médullaires
via l'activation de ces faisceaux inhibiteurs descendants, diminuant ainsi la douleur percue (Millan, 2002).
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[Il. LA TRANSDUCTION NOCICEPTIVE ET LE ROLE
CLE DES CANAUX NAV

La transduction des stimuli douloureux en messages nerveux constitue la premiére étape de la
nociception. Elle fait intervenir un grand nombre de protéines qui représentent autant de cibles
pharmacologiques potentielles pour le développement de traitements antalgiques. Ce mécanisme par
lequel un signal physico-chimique est codé en PA puis transmis aux neurones médullaires se

décompose en plusieurs étapes, faisant intervenir des acteurs différents.
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Dans un premier temps, le stimulus est percu par des canaux transducteurs (ou par des
récepteurs métabotropiques pour certains ligands chimiques notamment d'origine
inflammatoire, voir chapitre 1.2 p. 62). L'ouverture de ces canaux va générer un flux d'ions
dépolarisant® et la somme des courants individuels générés par I'ensemble des canaux activés
va constituer le potentiel de récepteur, dont I'amplitude et la durée sont respectivement
proportionnelles a l'intensité et a la durée de stimulation (voir Figure 12, i).

Le potentiel récepteur va se propager jusqu'a la zone gachette a la base de I'axone, zone trés
riche en canaux ioniques dépendants du voltage (Nav et Kv, sélectifs du sodium et du
potassium, respectivement). Si le potentiel de récepteur crée une dépolarisation suffisante, au-
dela du seuil d'activation des canaux Nav, un ou plusieurs PA seront émis (voir Figure 12, ii),
consistant en une entrée massive de sodium a l'origine d'une inversion du potentiel de
membrane puis de l'activation des canaux potassiques a rectification retardée (Kv). Ces derniers
vont permettre, via la sortie d'ions potassium, un retour rapide au potentiel de repos
hyperpolarisé de la membrane.

Les PA émis au niveau de la zone gachette vont étre conduits sans déperdition jusqu'a la
terminaison médullaire du nocicepteur, ol cette dépolarisation va provoquer I'ouverture des
canaux Cav (calciques et dépendants du voltage) et la sécrétion de neurotransmetteurs
déclenchée par I'augmentation du calcium intracellulaire (voir Figure 12, iii et iv). La conduction
axonale du train de PA se fait directement, sans passage par le corps cellulaire. Ce dernier recoit
cependant "une copie du message" générée au niveau de la jonction en T. Le role de cette
excitation des corps cellulaires est mal connu et suscite étrangement peu d'intérét. L'hypothese
la plus communément admise fait part d'un impact de cette activité électrique sur I'expression
de certains génes, permettant notamment un rétrocontréle sur I'excitabilité des terminaisons
nerveuses (Devor, 1999).

Les canaux transducteurs sont donc les effecteurs primaires de la transduction, produisant le

courant a l'origine de I'activation des canaux Nav qui sont quant a eux les effecteurs secondaires,

indispensables a la génération d'un message nerveux. Les chapitres suivants ont pour but de présenter

les principaux canaux transducteurs, donnant une image de leur diversité et de leur spécialisation,

ainsi que les canaux Nav, qui en fonction de leurs propriétés électrophysiologiques et de leur

localisation subcellulaire, vont participer de maniere différente a l'intégration du potentiel récepteur

et/ou a la conduction nerveuse jusqu'a la moelle épiniére.

Ba I'exception des canaux potassiques qui vont générer un courant hyperpolarisant et avoir un effet opposé.
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Figure 12. Résumé schématique des fonctions jouées par les canaux ioniques dans les nocicepteurs.

(i) Génération du potentiel récepteur par les canaux transducteurs. (ii) Codage du potentiel récepteur en potentiels d'actions
par les canaux Na* et K" dépendants du voltage. Les différentes isoformes de canaux Nav citées sont décrites dans le chapitre
2.2. Un insert décompose les différentes phases du potentiel d'action et montre I'état d'ouverture des canaux sodiques et
potassiques ainsi que la polarité de la membrane a chaque étape. (iii) Propagation du potentiel d'action. L'encadré montre
les transitions d'état des canaux Nav de maniére simplifiée, permettant de faire la distinction entre un état "fermé" et un état
"inactivé". Plus de détails sur l'inactivation de ces canaux sont donnés dans le chapitre 2.1. On peut voir également la
propagation des PA le long de I'axone, jusqu'a la terminaison spinale du nocicepteur, ou les canaux calciques dépendants du
voltage permettent une entrée massive et rapide d'ions ca” provoquant I'exocytose de neurotransmetteurs (Raouf et al.,
2010).

1. CANAUX TRANSDUCTEURS

Les FAP expriment un large panel de canaux ioniques capable de détecter une stimulation
mécanique, thermique ou chimique, selon une combinatoire qui va définir leur classe fonctionnelle
(Belmonte et Viana, 2008). Un apercu des connaissances actuelles sur ces canaux est donné par le
Tableau 2. Certains d'entre eux sont spécifiques d'une modalité de stimulation, comme par exemple le
canal TRPMS8 activé par le froid et certains agonistes exogénes a effet "rafraichissant" (menthol...,
McKemy et al., 2002), et d'autres sont activables par différents stimuli, comme le canal potassique
TREK-1 (pour "Tandem pore domain weak inward rectifying K* (TWIK) Related K* Channel 1") activé
par |'étirement membranaire, les températures chaudes, les protons ou l'acide arachidonique
(Maingret et al., 1999b; Noél et al., 2009).

Il faut aussi noter que les activations observées in vitro n'ont pas toujours de conséquences in

vivo. Par exemple, le canal TRPV4, activé par le chaud in vitro, ne contribue pas a la définition des
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seuils de sensibilité au chaud in vivo (Huang et al.,, 2011). Des résultats contradictoires existent

également concernant l'implication du canal TRPV3 dans la sensibilité au chaud in vivo (Mogrich et al.,

2005; Huang et al., 2011).

Transducteur Role in vitro Role in vivo Références
Mécanique
N excitabilité des FAP viscérales
ASIC1 chez les KO (Page et al., 2005)
N, L ou = excitabilité des FAP
ASIC2 viscérales chez les KO, selon le (Page et al., 2005)
type de FAP
J excitabilité FAP viscérales
ASIC3 chez KO ; P ou | excitabilité (Price et al., 2001; Page et
des FAP cutanées chez les KO, al., 2005)
selon le type de FAP
\l/Isens.|b|I|te (Brierley et al., 2009;
TRPA1 mécanique chez les
Kwan et al., 2009)
KO
J sensibilité
TRPV4 mécanique chez les (Suzuki et al., 2003)
KO
TRPC1 Active par I. etirement (Maroto et al., 2005)
membranaire
TREK-1 Activés par I'étirement Pl (Maingret et al,, 1999,
TRAAK membranaire mécanique chez les 1999b; Alloui et al., 2006;
KO TREK-1 ou TRAAK Noél et al., 2009)
Activation indi I'ATP
P2X; f:tlv’at,lon |nd|rect,e p?r (Burnstock, 2009a)
sécrétée par les kératinocytes
R I'excitabilité fi
Cav3.2 o} e.dans excitabilité des fibres (Dubreuil et al., 2004)
D-hair
# canal ionique, mais nécessaire
Piezo1/2 a l'induction d'un courant (Coste et al., 2010)
mécano-induit dans les FAP
Thermique
., . J sensibilité au (Caterina et al., 1997,
1
TRPV Activé par le chaud intense chaud chez les KO 2000)
TRPV2 Activé par le chaud intense (Caterina et al., 1999)
Activé par le chaud modéré, 4 sensibilité au
TRPV3 présent dans les kératinocytes (Peier et al., 2002c)
N chaud chez les KO
(role indirect)
TRPV4 Activé par le chaud modéré (Gdler et al., 2002)
., . J sensibilité au .
TRPM3 Activé par le chaud intense chaud chez les KO (Vriens et al., 2011)
TRPMS Activé par le froid modéré J sensibilité au froid  (McKemy et al., 2002;

chez les KO

Bautista et al., 2007)
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Transducteur RoOle in vitro Role in vivo Références
Activé par le froid intense J ou = sensibilité au EECERICE Gt
TRPAL (études contradictoires) froid chez les KO ORI el 20055
Karashima et al., 2009)
N sensibilité au froid
TREK-1 . » chez double KO, etau 0 o441 2006; Nosl
TRAAK Activés par le chaud modéré chaud chez les KO et al,, 2009)
TREK-1 et TRAAK !
simples
Navl.8 Role dans I'excitabilité J sensibilité au froid  (Zimmermann et al.,
neuronale a basse température  chez KO 2007)
Chimique

(ionotropiques seuls)

ASIC1-4

TRPV1

TRPA1

TRPM8

TREK-1
TRAAK

P2Xy¢
5-HT,

Activés par les protons (pH
acide)

Activé par les vanilloides
(capsaicine...), certains acides
gras (acide arachidonique...) et
cannabinoides (anandamide...)
et par des lipides pro-
inflammatoires (leucotrienes).

Une tres large gamme de
composés irritants (voir p. 115)

Menthol

Activité modulée par le pH,
I'acide arachidonique ou les
anesthésiques volatiles
Activés par les purines (ATP)
Activé par la sérotonine

Résistance a
I'isothiocyanate
d'allyle, au
cinnamaldéhyde, a
I'huile de moutarde

Résistance a l'iciline
et au menthol

(Gold et Caterina, 2008)

(Gold et Caterina, 2008)

(Bautista et al., 2006)

(McKemy et al., 2002;
Colburn et al., 2007;
Gentry et al., 2010)

(Maingret et al., 19993,
1999b)

(Burnstock, 2009b)
(Camilleri, 2010)

Tableau 2. Transducteurs moléculaires des fibres afférentes primaires.
KO = knock-out ; ASIC = Acid-Sensing lon Channel ; TRP = Transient Receptor Potential ; TRAAK = Tandem pore domain weak
inward rectifying K+ (TWIK) Related Arachidonic Acid-stimulated K+ channel ; TREK = Tandem pore domain weak inward
rectifying K+ (TWIK) Related K+ Channel ; 5-HT = 5-Hydroxytryptamine

La transduction de signaux chimiques est en grande partie assurée par des récepteurs

métabotropiques ou couplés a une tyrosine kinase (ne figurant pas dans ce tableau), responsables

d'une sensibilisation des nocicepteurs plutét que d'une activation directe. Dans leur grande majorité,

ils sont activés par les facteurs de croissance et les médiateurs de I'inflammation. Ces récepteurs sont

présentés dans la partie 1.2 (voir p. 62).
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La recherche fondamentale et préclinique a fait de grands progrés dans l'identification de
canaux transducteurs potentiellement intéressants pour le développement d'antalgiques. On constate
cependant que ces succes n'ont que rarement abouti a la mise sur le marché de nouveaux
médicaments (Burgess et Williams, 2010). Seulement 4 médicaments parmi les 54 antalgiques sortis
entre 1990 et 2010 sont en effet issus de mécanismes nouvellement découverts (les autres étant
basés sur des mécanismes déja connus, ou pour la majorité de simples reformulations de molécules
existantes). Parmi ces 4 nouveaux antalgiques, seul un, le Qutenza®, agit sur un canal transducteur
(patch désensibilisant a la capsaicine, ciblant TRPV1). Il faut donc élargir les recherche a d'autres
acteurs de la nociception. Nous proposons par ce travail une action en aval des canaux transducteurs,
directement sur les canaux sodiques dépendants du voltage. Ces acteurs jouent en effet un role clé
dans la transduction des stimuli puisqu'ils sont les effecteurs directs de |'excitabilité neuronale. Nous
allons voir dans le chapitre suivant que certains de ces canaux sont de plus spécifiques des voies de la
nociception, ce qui est le cas du canal Nav1.9. Le blocage de telles cibles pharmacologiques pourrait

représenter un intérét potentiel dans la recherche d'antalgiques innovants.

42



Introduction et bases bibliographiques
La transduction nociceptive et le réle clé des canaux Nav

2. CANAUX SODIQUES DEPENDANTS DU VOLTAGE

2.1. Structure

Les canaux Nav sont formés d'une sous-unité a (=260 kDa) portant les fonctions fondamentales

du canal, et de deux sous-unités B régulatrices (=36 kDa, voir Figure 13).
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Figure 13. Structure secondaire des canaux sodiques dépendants du voltage.

Les cylindres représentent les segments transmembranaires (jaune : S4 impliqué dans la détection du potentiel ; vert : S5 et
S6 impliqués dans la formation du pore). Les W représentent les sites de glycosylation probables. Les cercles et les losanges
rouges représentent respectivement les sites de phosphorylation par la protéine kinase A (PKA) et la protéine kinase C (PKC).
Les cercles blancs représentent les acides aminés impliqués dans la formation du filtre de sélectivité qui sont aussi les sites de
fixation de la tétrodotoxine (TTX). Les ronds bleus représentent les sites impliqués dans I'inactivation (avec h blanc : particule
d'inactivation de la boucle d'inactivation). B-ScTx et a-ScTx représentent les sites de fixation des toxines de scorpion du
méme nom. Une liaison non-covalente est représentée entre les sous-unités a et B1 (Catterall, 2000).

La sous-unité a est formée de 4 domaines (I a IV) de 6 segments transmembranaires (S1 a S6).
Ses extrémités N- et C-terminales sont intracellulaires. Les segments S5 et S6 de chaque domaine sont
séparés par une boucle rentrante dans I'espace transmembranaire et permettant la formation du
pore. A ce niveau, deux acides aminés chargés négativement et retrouvés a des positions analogues
dans les 4 domaines forment deux anneaux (externe et interne) conférant au canal sa sélectivité pour
les ions Na* (Schlief et al., 1996). C'est également sur cette boucle transmembranaire que se trouvent
les sites de fixation de la tétrodotoxine (TTX) et de la saxitoxine, deux toxines issues respectivement
du Fugu (poisson) et de micro-organismes marins et coquillages, capables de bloquer la transmission

nerveuse.
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La fonction de détection du potentiel et d'activation du canal, est portée par le segment 5S4,
dont [l'organisation des charges électriques lui fait opérer un mouvement en réponse a une
modification du champ électrique de la membrane. Plusieurs modeles ont été proposés pour
expliquer le déplacement de S4, voir du couple S3-S4 (modele du "paddle"), sans qu'un consensus réel
n'ait pu émerger a I'heure actuelle (Tombola et al., 2006; Bosmans et al., 2011).

La boucle intracellulaire située entre les domaines Ill et IV porte quant a elle la fonction
essentielle d'inactivation rapide du canal (Vassilev et al., 1988). Suite a une dépolarisation et au
déplacement du segment S4, cette derniere se replie a l'intérieur du pore, bloquant le passage des
ions. Le motif IFM (isoleucine-phénylalanine-méthionine) hydrophobe qu'elle porte est essentiel (mais
non suffisant) a cette fonction. L'inactivation rapide permet la repolarisation neuronale lors de
I'émission des PA. Un phénomene d'inactivation lente existe également (quelques secondes contre
qguelques millisecondes pour l'inactivation rapide). Ce dernier serait a l'origine de la diminution de
fréquence des PA (pouvant aller jusqu'a I'extinction) observée dans certaines fibres en réponse a une
stimulation prolongée. Le mécanisme moléculaire de l'inactivation lente reste encore a élucider, bien
gu'on sache qu'il serait indépendant de la boucle d'inactivation rapide et plutoét lié a un
réarrangement du pore (Rush et al., 2007).

Les 4 domaines sont reliés entre eux par d'importantes boucles intracellulaires, portant des
sites de phosphorylation par la protéine kinase A (PKA) ou par la protéine kinase C (PKC). Les premiers
permettent une augmentation du pic de courant produit par le canal, sans changement de ses
propriétés d'activation et d'inactivation (Smith et Goldin, 1996). La phosphorylation des seconds est a
I'origine d'une diminution du pic de courant ainsi que d'une augmentation de la période d'inactivation
du canal, en raison de la localisation d'un des sites de phosphorylation au sein méme de la boucle
reliant les domaines lll et IV (West et al., 1991).

Les sous-unités B posseédent un seul segment transmembranaire, une courte queue C-terminale

intracellulaire, et un large domaine N-terminal extracellulaire organisé en domaine immunoglobuline.
4 sous-unités Bl a B4 ont été identifiées (auxquelles il faut ajouter le variant d'épissage B1B qui est
une forme sécrétée, non membranaire). Les sous-unités Bl et B3 sont liées de facon non-covalente a
la sous-unité a, alors que les sous-unités B2 et B4 forment des ponts disulfure avec la sous-unité a. Ces
protéines accessoires jouent un réle dans la modulation du canal (cinétique d'activation/inactivation
et dépendance au voltage), mais interagissent également avec le cytosquelette et la matrice
extracellulaire pour définir la localisation cellulaire ainsi que I'expression fonctionnelle du canal (Wood
et al., 2004; Brackenbury et Isom, 2008). Les sous-unités B ont pu étre reliées a différentes pathologies
neuronales comme ['épilepsie, I'arythmie, la sclérose en plaques, certains troubles psychiatriques,

mais aussi dans la douleur neuropathique (Brackenbury et Isom, 2011). Le knock-out de la sous-unité
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B2 chez la souris (Pertin et al., 2005) permet par exemple de réduire I'hypersensibilité mécanique

induite par section du nerf péronéal (SNI pour "Spared Nerve Injury").

2.2. Diversité des sous-unités a

Neuf isoformes différentes de la sous-unité a des canaux Nav, notées Nav1.1 a Nav1.9, ont été

caractérisées™. Elles sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Canal
(autres dénominations)
GENE

Cinétique Sensibilité a la

. .. , . Principaux territoires d'expression
d'inactivation tétrodotoxine P P

Navl.1
(Typel) Rapide TTX-S
SCN1A
Navl.2
(Type Il) Rapide TTX-S SNC, DRG (faible expression)
SCN2A
Navl.3
(Type ) Rapide TTX-S SNC
SCN3A
Navl.4
(u1, Skm1) Rapide TTX-S Muscle squelettique
SCN4A
Navl.5
(h1, SkM2) Lente TTX-R Coeur
SCN5A
Navl.6
(NaChe, Type VI, PN4) Rapide TTX-S
SCN8A
Navl.7
(PN1, hNe, Nas) Rapide TTX-S SNC, DRG (tous les neurones)
SCN9A
Nav1.8
(PN3, SNS) Lente TTX-R
SCN10A
Nav1.9
(SNS2, NaN) Ultra-lente TTX-R
SCN11A

SNC, coeur, DRG (forte expression
dans les neurones de gros diameétre)

SNC, DRG (forte expression dans les
neurones de gros et moyen diametre)

DRG (forte expression dans les fibres
de petit diameétre)

DRG (forte expression dans les fibres
de petit diameétre)

Tableau 3. Propriétés et principaux territoires d'expression des canaux Nav.
TTX-R = résistant a la tétrodotoxine ; TTX-S = sensible a la tétrodotoxine ; SNC = systeme nerveux central
D'aprés (Catterall, 2000; Wood et al., 2004; Amir et al., 2006).

Ces 9 sous-unités sont souvent distinguées par rapport a leur sensibilité a la TTX. Si des doses de

1 a 20 nanomolaires sont suffisantes pour bloquer les canaux TTX-S, les canaux Nav1.5, Navl.8 et

" Une dixiéme sous-unité, notée Na, (ou NaG) et codée par le gene SCN6A (murin) ou SCN7A (humain), est
rattachée a cette famille en raison d'une relative homologie de séquence (50% avec Navl.2 chez le rat).
Cependant, cette sous-unité ne se comporterait pas comme un canal dépendant du voltage, mais comme un
senseur/transporteur du sodium (Shimizu et al., 2007).
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Nav1.9 ne sont inactivés que pour des concentrations de I'ordre du micromolaire. De plus, les canaux
TTX-R ont la particularité de présenter une cinétique d'inactivation lente, voir ultra-lente dans le cas
du canal Nav1.9. Les canaux TTX-R constituent donc un groupe évolutif séparé (voir Figure 14), dont
témoigne la localisation commune de leurs génes respectifs sur le chromosome 3 humain, le

chromosome 9 de souris ou le chromosome 8 de rat.

Figure 14. Distance
génétique entre les
A B Navi.1 différents canaux Nav chez
L 1 Nay1.1 Nav1.3 le rat.

' 1 Nay1.2 Nav1.2 (A)  Représentation de
: ' Nay1.3 Nav1.7 I'homologie de séquence

- 1 Nay1.7 Nax ol
, ) Na¥1. Nav1.6 entre les différents canaux
h 1 Nay1.4 Nav1.4 Nav. Les chiffres représentés
B T Nay1.5 correspondent au
e Na,1.8 Na,1.8 pourcentage  d'homologie
— Nay,1.9 Nay1.9 des séquences protéiques
e—— Nay des différentes sous-unités a

par rapport a Navl.2. (B)
Arbre phylogénétique des 10
sous-unités Nav a connues
(Ogata et Ohishi, 2002).
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2.2.1. Intérét de cette diversité pour la pharmacologie des
canaux Nav

Les cliniciens ont a leur disposition et utilisent déja de nombreuses molécules ciblant les canaux
Nav. Les anesthésiques locaux (lidocaine, tétracaine, bupivacaine...) et antiarythmiques de classe |
(quinidine, disopyramide, méxilétine...) agissent aussi sur ces canaux en se fixant a l'intérieur du pore.
Si ces molécules ont un intérét thérapeutique certain, elles ne sont spécifiques d'aucune isoforme Nav
a et ne sont par conséquent pas de bons outils pharmacologiques pour I'étude des canaux Nav et de
leur réle dans la physiopathologie de la douleur. Les propriétés d'activation/inactivation des canaux
peuvent cependant jouer un role indirect sur I'accessibilité de leur site d'action aux anesthésiques
locaux. Ainsi, le canal Nav1.5 apparait plus sensible a la lidocaine que le canal Nav1.2 par exemple, ce
qui serait a l'origine des effets cardiaques prédominants de la lidocaine (et par nature des
antiarythmiques) quand elle est administrée par voie intraveineuse (Wright et al., 1997). Les canaux
Nav sont également bloqués par certains antidépresseurs tricycliques (amitriptyline) et
antiépileptiques (carbamazépine), mais la encore de maniére non-spécifique, allant méme jusqu'a
toucher les canaux calciques et potassiques dépendants du voltage dans le premier cas (Amir et al.,
2006). La carbamazépine bénéficie d'un champ d'action plus restreint, bloquant préférentiellement,
mais pas exclusivement, les canaux TTX-S (Cardenas et al., 2006). La pharmacopée ne dispose donc
pas a I'heure actuelle d'outils suffisamment spécifiques pour I'étude des différentes sous-unités de

canaux Nav.
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Un trés grand nombre de toxines naturelles permettant de bloquer les canaux sodiques ont
également été isolées a partir de venins (scorpions, araignées, anémones, coquillages...), agissant sur
différents sites de la protéine et induisant des effets fonctionnels en conséquence : blocage du pore
(TTX, saxitoxine, p-conotoxines...), facilitation ou persistance de l'activation (B-ScTx de scorpion,
vératridine, aconitine...), ralentissement de lI'inactivation (a-ScTx de scorpion, anémone, 6-
conotoxines...). Ces domaines étant cependant extrémement conservés au travers de I'évolution, ces
toxines ne possedent pas de spécificité remarquable pour l'une ou l'autre des sous-unités a des
canaux sodiques dépendants du voltage (Catterall et al., 2007). Quelques-unes d'entre elles ont tout
de méme montré une sélectivité pour certains sous-types. C'est le cas notamment des conotoxines
produites par différentes especes de Conus (coquillages marins prédateurs). Certaines permettent un
blocage préférentiel, bien qu'insuffisamment spécifique, de petits groupes de canaux TTX-S et méme
du canal TTX-R Nav1.8 (Ekberg et Adams, 2006). Si les venins représentent un réservoir de bloqueurs
potentiels trés important, la recherche de ligands spécifiques n'a pas pu isoler pour l'instant de toxines
complétement spécifiques d'un sous-type particulier, et un important travail de screening reste a
réaliser.

La pharmacologie des canaux Nav ne permet donc pas a I'heure actuelle le blocage sélectif des
différentes sous-unités a, du moins pas avec une affinité et/ou spécificité satisfaisante. La recherche
préclinique et clinique compense ce manque d'outils pharmacologiques par des outils génétiques,
étudiant I'impact de délétions géniques chez I'animal, ou de mutations naturelles chez I'Homme.
L'identification par ce moyen de cibles thérapeutiques potentiellement intéressantes parmi les sous-
unités a des canaux Nav pourra alors motiver la recherche de ligands plus spécifiques. On peut ainsi
citer I'exemple le cas du canal Nav1.8, impliqué dans la douleur inflammatoire et neuropathique (voir
chapitre 2.2.7 p. 53) et pour lequel l'industrie a mis au point un premier bloqueur sélectif, le A-803467
(Abbott Laboratories). Le chapitre suivant a pour but de présenter les données cliniques et
précliniques existantes concernant les canaux Nav et leur implication potentielle dans la

physiopathologie de la douleur™.

2.2.2. Navl.1

Expression dans le DRG : I'ARNm (Acide Ribonucléique messager) codant Navl.1 est exprimé
dans 25 a 33% des neurones des DRG chez le rat (Fukuoka et al., 2008). Son expression est plus forte
dans les cellules de gros diamétre (Black et al., 1996). La plupart des cellules Nav1.1-positives co-

expriment le marqueur NF200 (fibres A) et la réciproque touche 80% des neurones NF200-positifs.

© Les canaux Navl.4 et Nav1.5, non exprimés par les FAP que ce soit en condition physiologique ou

pathologique, ne sont pas décrits dans ces chapitres.
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65% des neurones Navl.1-positifs expriment aussi le récepteur TrkC (réciproquement 52%, McMahon
et al., 1994), et seulement 11% le marqueur non-peptidergique IB4 (Fukuoka et al., 2008). Le canal
Navl.1 est indétectable dans les terminaisons nerveuses cutanées et son expression (au niveau
périphérique) présage plutot d'un réle dans la proprioception (Persson et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : le courant produit par la sous-unité Navl.1l n'a pas été
caractérisé dans les DRG. Son expression en ceuf de xénope a permis l'enregistrement d'un courant
TTX-S a activation et inactivation rapides (Smith et Goldin, 1998). Les cinétiques d'activation et
d'inactivation du canal sont raccourcies par la co-transfection de la sous-unité B1 et, dans une
moindre mesure, B2.

Expression chez I'animal neuropathique : I'ARNm codant Navl.1l est diminué dans les DRG
apres ligature du nerf spinal (SNL pour "Spinal Nerve Ligation") ou SNI, voir Figure 15, Kim et al., 2001;
Berta et al., 2008).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : aucun changement des niveaux
d'ARNm et de protéine n'ont été détecté aprés injection intraplantaire de carragénine (Black et al.,
2004).

Knock-out : il n'existe pas a I'heure actuelle de souris knock-out (KO) Nav1.1.

Mutations naturelles chez I'Homme : plus de 200 mutations connues ont été reliées a des
syndromes épileptiques héréditaires (Ragsdale, 2008). Quelques mutations ont aussi été associées a
des cas de migraine familiale hémiplégique (Dichgans et al., 2005), mais aucun cas d'altération de la
sensibilité nociceptive n'a été rapporté malgré I'existence de mutations gain ou perte de fonction
(George, 2005).

» Le canal Navl.1 n'est pas pressenti comme jouant un réle particulier dans la douleur.

Femoral

N———— Rhizotomy

nerve SNL
Sciatic axotomy
Saphenous
nerve CCl
Sciatic _/
Nerve SNI Figure 15. Principaux modeéles de
neuropathie traumatique utilisés chez
" T— Tibial I'animal.
Nerve SNI = Spinal Nerve Ligation ; CCl = Chronic
Peroneal c - ; ; SNI = Spared
Nerve Sural onstriction Injury ; SNI = Spared Nerve
Ligation (Decosterd et al., 2002).
Nerve
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2.2.3. Nav1.2

Expression dans le DRG : la sous-unité Navl.2 est faiblement exprimée dans les DRG de rat
(Black et al., 1996).

Propriétés électrophysiologiques : les propriétés électrophysiologiques du canal Navl.2 sont
tres similaires a celles de Navl.1, y compris au niveau du r6le des sous-unités régulatrices f1 et 2
(enregistrements en ceuf de xénope, Smith & Goldin, 1998). La cinétique d'inactivation rapide du canal
Navl.2 est [égerement plus longue, tout comme sa cinétique de récupération de I'inactivation.

Expression chez I'animal neuropathique : aucune variation de l'expression de Navl.2 n'a été
détectée dans les DRG aprés SNI chez le rat (Berta et al., 2008). Une légeére diminution de son
expression (d'un niveau déja tres bas) est observée aprés SNL (Kim et al., 2001).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : aucun changement des niveaux
d'ARNm et de protéine n'a été détecté aprés injection intraplantaire de carragénine (Black et al.,
2004).

Knock-out : la délétion du géne codant la sous-unité Navl.2 induit une mort neuronale
importante pendant le développement embryonnaire, principalement au niveau du tronc cérébral. Le
KO est Iétal en post-natal (100% de déces a P2, Planells-Cases et al., 2000).

Mutations naturelles chez I'Homme : des mutations de la sous-unité Nav1.2 ont été reliées a
des cas d'épilepsie infantile bénins (Misra et al., 2008).

Rien ne permet d'impliquer le canal Navl1.2 dans la nociception ou dans la douleur pathologigue. De

plus, son intérét en tant que cible pharmacologigue est limité par le lourd phénotype observé chez les

animaux KO.

2.2.4. Nav1.3

Expression dans le DRG : |'expression de la sous-unité Navl.3 est développementale et le canal
est indétectable chez le rat adulte sain (Waxman et al., 1994).

Propriétés électrophysiologiques : transfectée en lignée de cellules rénales embryonnaires
humaines (HEK pour "Human Embryonic Kidney cells"), la sous-unité Nav1.3 produit un courant TTX-S
a activation et inactivation rapide (Cummins et al.,, 2001). Sa cinétique de récupération de
I'inactivation est aussi relativement rapide, mais augmente avec le potentiel de membrane. Son
processus d'inactivation lente est au contraire tres lent, ce qui permet au canal Nav1.3 de produire de
larges courants de rampe (courant Na* entrant en réponse a une rampe de dépolarisation lente, de -

100 a +40 mV en 600 ms).
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Expression chez I'animal neuropathique : la sous-unité Navl.3 est réexprimée chez le rat dans
les DRG aprés axotomie (Waxman et al.,, 1994) et neuropathie diabétique induite par injection de
streptozotocine (Hong et al., 2004). Aprés SNL, une reprise de |'expression est observée dans 40 a 47%
des neurones, préférentiellement de gros et moyen diameétre (Fukuoka et al., 2008). Apres section des
racines ventrales (motrices), une reprise de I'expression de Nav1.3 est également montrée dans les
DRG (He et al., 2010). Enfin, on retrouve une accumulation de canaux Nav1.3 au niveau de névromes
chez I'Homme (Black et al., 2008).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : une augmentation des quantités
d'ARNm et de protéine a été détectée apres injection intraplantaire de carragénine (Black et al., 2004).

Knock-out/knock-down : deux KO conditionnels ont été réalisés, avec une délétion restreinte
soit aux nocicepteurs (systeme Navl1.8-Cre), soit a I'ensemble du systeme nerveux en post-natal
(Nassar et al., 2006). Les auteurs n'ont observé aucun impact sur la douleur chez des souris saines,
enflammées (formol plantaire) ou encore neuropathiques (ligature du nerf spinal L5). Deux études de
knock-down par injections intrathécales d'ODN (Oligodéoxynucléotides) antisens chez le rat ont
montré soit une diminution de I'hypersensibilité soit une absence d'effet chez les modeéles de ligature
du nerf sciatique (CCl pour "Chronic Constriction Injury") et SNI, respectivement (Hains et al., 2003;
Lindia et al., 2005).

Mutations naturelles chez I'Homme : il n'existe pas de mutations connues chez 'Homme de
cette sous-unité.

Le canal Navl.3 pourrait étre impliqué dans les douleurs neuropathiques, mais les études sont pour

I'instant trop peu hombreuses et contradictoires.

2.2.5. Navl.6

Expression dans le DRG : le territoire d'expression de Nav1.6 est trés proche de celui de Nav1l.1
dans le DRG, fortement colocalisé avec le marqueur NF200 (Fukuoka et al., 2008). Le canal a
cependant aussi été retrouvé dans les axones non myélinisés des FAP (Black et al., 2002).
Contrairement au canal Nav1.1, le canal Nav1.6 est observable dans les terminaisons libres cutanées
(Persson et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : le courant Nav1.6 posséde des cinétiques d'activation et
d'inactivation rapides, similaires a ce que I'on peut observer chez les autres canaux TTX-S (Herzog et
al., 2003). Il a par contre la particularité de récupérer tres rapidement de l'inactivation, ce qui pourrait

conférer aux fibres I'exprimant la capacité de soutenir des décharges de PA a haute fréquence.
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Expression chez I'animal neuropathique : une diminution de I'expression de 'ARNm Nav1.6 a
été observée dans les DRG de rats aprés SNL et SNI (Berta et al., 2008). La protéine voit également son
expression diminuer aprés induction d'une neuropathie diabétique par injection de streptozotocine
(Hong et al., 2004).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : les niveau d'ARNm et de protéine
Nav1.6 sont inchangés dans les DRG apreés injection intraplantaire de carragénine (Black et al., 2004).

Knock-out : le KO Navl.6 induit de graves désordres neuromusculaires (ataxie, dystonie et
paralysie) et est |étal a 3-4 semaines postnatal, age auquel la myélinisation du systéme nerveux
central (SNC) est en intense développement (Garcia et al., 1998).

Mutations naturelles chez 'Homme : il n'existe pas de mutations connues chez I'Homme de
cette sous-unité.

La contribution du canal Nav1.6 a la nociception et a la douleur pathologique n'est pas claire. Il assure

des fonctions vitales, probablement via un réle important dans I'excitabilité des fibres myélinisées du

systéme nerveux périphérique et central, ce qui rend compliqué son étude dans la physiopathologie

de la douleur et limite sérieusement son intérét thérapeutique.

2.2.6. Nav1.7

Expression dans le DRG : son expression est prédominante dans les neurones de petit diametre
(Black et al., 1996). La quasi-totalité des neurones NF-200 négatifs expriment le canal Nav1.7 (Fukuoka
et al., 2008; Dib-Hajj et al., 2010). |l est également retrouvé au niveau des terminaisons libres cutanées
(Persson et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : comme tous les canaux TTX-S, le canal Navl.7 possede des
cinétiques d'activation et d'inactivation rapides. Il montre cependant une cinétique de récupération de
I'inactivation plus lente que ses homologues (Herzog et al.,, 2003). Ceci est en accord avec
I'observation faite que les fibres de type A, exprimant préférentiellement la sous-unité Nav1.6, sont
capable de soutenir une fréquence de PA plus élevée que les fibres C, exprimant plus fortement la
sous-unité Navl.7 (Cummins et al., 2007). Sa cinétique d'inactivation est également plus lente a des
potentiels hyperpolarisés, proches du potentiel de repos. Ceci pourrait contribuer a la capacité du
canal Navl.7 a produire des courants de rampe (Herzog et al., 2003). Cette derniére propriété
impliquerait Navl.7 dans la régulation de I'excitabilité des neurones de petit diamétre, via une
modulation du seuil de génération des PA.

Expression chez I'animal neuropathique : I'expression de la sous-unité Nav1.7 augmente chez le

rat rendu diabétique par injection de streptozotocine (Hong et al., 2004), et diminue aprés SNI et SNL
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(Kim et al., 2002; Berta et al., 2008). Chez I'Homme, on retrouve une accumulation de la protéine au
niveau de névromes (Bird et al., 2007).

Expression chez l'animal en conditions inflammatoires : chez le rat, 'ARNm et la protéine
Nav1.7 sont surexprimés dans les DRG suite a une injection intraplantaire de carragénine ou a une
monoarthrite induite par injection d'adjuvant complet de Freund (CFA pour "Complete Freund
Adjuvant") dans I'articulation du genou (Black et al., 2004; Strickland et al., 2008).

Knock-out/knock-down : le KO Navl.7 est létal en post-natal, principalement a cause d'une
difficulté a s'alimenter des animaux (Nassar et al., 2004). Ce phénotype peut impliquer les canaux
Nav1.7 exprimés dans le SNC, mais aussi dans les systemes nerveux sympathique ou entérique. Un KO
conditionnel restreint aux nocicepteurs exprimant la sous-unité Nav1.8 a été généré dans la méme
étude. Ces animaux ont une forte diminution de leurs seuils de douleur en réponse a une stimulation
mécanique, et dans une moindre mesure, au chaud. La réponse de ces animaux a une injection
intraplantaire de formol est diminuée pendant les deux phases du test (non-inflammatoire et
inflammatoire). Suite a une injection intraplantaire de CFA, les souris KO ne développent pas
d'hypersensibilité thermique (chaud) ou mécanique. Un résultat similaire est observé aprés knock-
down de Navl.7 par injection intraplantaire d'un vecteur viral (Yeomans et al., 2005), impliquant de
maniere équivalente les fibres Ad et C. Le KO Nav1.7 n'a pas d'impact sur la douleur neuropathique
induite par SNL (Nassar et al., 2005).

Mutations naturelles chez I'Homme : plusieurs mutations du géne SCN9A codant la sous-unité
Nav1.7 (gain ou perte de fonction) sont reliées a d'importants troubles de la sensibilité douloureuse,
pouvant donner lieu a 3 pathologies différentes (Dib-Hajj et al., 2007) :

- I'érythromélalgie est caractérisée par une rougeur des extrémités et des douleurs de type
brllure, déclenchées par la chaleur modérée ou I'exercice. Cette pathologie est provoquée par des
mutations facilitatrices de I'activation du canal, occasionnant dans les neurones sensoriels des
décharges en réponse a des stimulations infraliminaires, ainsi qu'une augmentation de la fréquence
des PA émis pour une méme stimulation (Cummins et al., 2007).

- le syndrome de douleur extréme paroxystique se manifeste dés la naissance par des crises de

douleur intense touchant les régions rectale, oculaire et mandibulaire. L'élément déclencheur étant le
plus souvent la défécation (chez I'enfant), les rapports sexuels ou les coups. Ce syndrome est causé
par des mutations impactant l'inactivation du canal Nav1.7, résultant en une inactivation incompléte
et en la persistance de courants sodiques (Cummins et al., 2007). Contrairement a I'érythromélalgie,
ce syndrome se traite bien par la carbamazépine.

- I'insensibilité congénitale a la douleur, provoquée par une mutation non-sens du gene SCN9A,

est un trouble caractérisé par l'absence totale de toute sensation douloureuse (brGlure, fracture,
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morsures...), normale ou pathologique, et somatique ou viscérale. Elle n'est pas associée a un déficit
de sensibilité thermique (discriminative), tactile ou proprioceptive (Cox et al., 2006).

Le canal Navl.7 est fortement impligué dans la douleur aigué ainsi que dans I'hypersensibilité

douloureuse inflammatoire. L'insensibilité a la douleur causée chez I'Homme par une mutation non-

sens permet de présager d'une efficacité importante des bloqueurs de Navl.7 utilisés en tant

gu'antalgiques. Le lourd phénotype observé chez les souris knock-out impose cependant la prudence.

2.2.7. Nav1.8

Expression dans le DRG : le canal Nav1.8 est exprimé par les fibres de petit diametre des DRG
(Dib-Haijj et al., 2010). La quasi-totalité des fibres C (NF-200-négatives) expriment Nav1.8, et une forte
colocalisation est par conséquent observée avec les marqueurs TrkA et IB4, respectivement
peptidergique et non-peptidergique (Fukuoka et al., 2008). Environ un tiers des neurones NF200-
positifs expriment également cette sous-unité. Il est trés intéressant de noter que ce canal est exprimé
dans les DRG de maniere trés prédominante (Sangameswaran et al., 1996). Une faible expression
cardiaque a tout de méme été rapportée récemment et corrélée a une diminution de l'intervalle PR
chez les souris Nav1.8" (Chambers et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : le canal Nav1.8 produit un courant TTX-R dont les cinétiques
d'activation et d'inactivation rapide sont plus lentes que celles observées chez les canaux TTX-S
(Akopian et al., 1996; Sangameswaran et al., 1996). Sa dépendance au voltage est également plus
dépolarisée (de 30 a 40 mV par rapport aux canaux TTX-S, Cummins et al., 2007). Nav1.8 sous-tend la
majeure partie du courant nécessaire a I'électrogenése des PA dans les petites fibres. En effet, on
n'observe plus de décharges de type tout-ou-rien dans les neurones Nav1.8" (Renganathan et al.,
2001). Enfin sa récupération de l'inactivation est rapide et permet de soutenir des bouffées de PA a
haute fréquence, alors que son inactivation lente trés marquée va limiter la durée de décharge lors
d'une stimulation prolongée (Renganathan et al., 2001; Blair et Bean, 2002).

Expression chez I'animal neuropathique : I|'expression transcriptionnelle de Nav1.8 est
diminuée dans les DRG aprés axotomie, SNL et SNI (Dib-Hajj et al., 1996; Berta et al., 2008). Apres
ligature du nerf sciatique, une diminution de la transcription du canal est montrée, impliquant une
répression épigénétique (Uchida et al., 2010). Cependant, une accumulation de la protéine Nav1.8 est
observée au niveau du nerf sciatique apres SNL, en aval du site de lésion (pas sur le site méme de la
Iésion, Gold et al., 2003). Chez I'Homme, on retrouve une accumulation de canaux Nav1.8 au niveau

de névromes (Black et al., 2008).
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Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : les niveaux d'ARNm et de protéine
Nav1.8 sont augmentés dans les DRG apres injection intraplantaire de carragénine (Tanaka et al.,,
1998; Black et al., 2004). Chez le modele de CFA intraplantaire, on note une augmentation du nombre
de fibres Nav1.8 positives. Ceci touche les fibres myélinisées comme non myélinisées (Coggeshall et
al., 2004).

Knock-out/knock-down : le KO total et inconditionnel est viable et ne présente aucun déficit
particulier si ce n'est une altération de sa sensibilité douloureuse mécanique (et au chaud dans une
moindre mesure), ainsi qu'une diminution ou un retard d'apparition de I'hypersensibilité douloureuse
induite par injection intraplantaire de carragénine (Akopian et al., 1999). La sensibilité au froid des
animaux Nav1.8” est également altérée (voir p. 121). Le KO Navl.8 n'a pas d'impact sur
I'hypersensibilité induite par ligature du nerf sciatique (Kerr et al., 2001) ou SNL (Nassar et al., 2005).
Le bloqueur A-803467, récemment publié, s'est montré efficace sur plusieurs types de douleur chez le
rat, inflammatoires mais aussi neuropathiques, contrairement a ce qui a été observé chez la souris KO
(Jarvis et al., 2007, voir Figure 16). La diminution de la sensibilité mécanique chez I'animal sain est
retrouvée. Le knock-down de Nav1.8 par injections intrathécales d'ODN antisens permet chez le rat de
réduire l'allodynie mécanique induite par une injection intraplantaire de CFA, mais pas chez un
modele de douleur post-opératoire induite par incision sous-plantaire (Porreca et al., 1999; Joshi et

al., 2006).
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Analgesic activity of A-803467

Pain model EDso Effect, %
Acute nociception

Rat acute therm. >100 0x0

Rat acute mech. 65 70 = 4*
Inflammatory pain

Formalin-flinching >100 9+1

Capsaicin, mech. allodynia 100 46 = 4*

CARR, therm. hyperalgesia 100 54 = 10*

CFA, therm. hyperalgesia Day 2 41 64 + 6*

CFA, therm. hyperalgesia Day 4 38 71 £ 0%

CFA, mech. allodynia Day 2 >100 7. gy L

CFA, mech. allodynia Day 4 >100 42 = 15*
Neuropathic pain

SNL, mech. allodynia 47 70+ 12*

CCl, mech. allodynia 85 56 £ 10"

CCl, cold allodynia 70 - =

Vincristine, mech. allodynia >100 9+9
Postoperative pain

Skin incision at 2 h >100 14=x2

Skin incision at 24 h >100 32 x 18*

Visceral pain

Mouse writhing assay (s.c.) >100 34 + 6*

Cyclophosphamide, cystitis >100 0x10

Colonic distension (MED) 100 25 % 5%

Motor effects*

Locomotor activity >300 12142

Rotorod performance >300 0x0

Edge balance >300 0x0

Percent analgesic effect assessed at 100 mg/kg, i.p. *, significantly different
(P < 0.05) from vehicle-treated animals (n = 6-12 per experimental group). t,
percent effect tested at 300 mg/kg, i.p. therm., thermal; mech., mechanical;
MED, minimum effective dose; CCl, chronic constriction injury, SNL, spinal
nerve ligation.

Figure 16. Efficacité antalgique du bloqueur des canaux Nav1.8
A-803467 dans différents modeles de douleur chez le rat.
(Jarvis et al., 2007)

Pour la méme modalité de stimulation,
le knock-down est également efficace sur le
modele CCl (contrairement a ce qui a été
observé chez la souris KO) mais pas sur la
neuropathie induite par traitement
intraveineux chronique a la vincristine (agent
chimiothérapeutique). La sensibilité
douloureuse mécanique est également
légerement diminuée par knock-down de
Navl.8 chez I'animal sain. Une deuxieme
étude dans laquelle le knock-down est réalisé
par injections intrathécales d'ARN interférents
montre aussi une réduction de lI'allodynie
mécanique dans le modele CCl. Le knock-
down de Navl1.8 permet aussi de supprimer
I'hypersensibilité thermique et mécanique
induite par SNL (Porreca et al., 1999; Lai et al.,

2002). Dans cette derniére étude, aucune

modification des seuils de douleur n'est observée chez I'animal sain.

Mutations naturelles chez I'Homme : il n'existe pas de mutations connues chez I'Homme de

cette sous-unité.

Le canal Navl.8 est un candidat intéressant pour le développement de molécules a visée antalgiques.

La délétion de son gene permet de réduire la perception de la douleur chez l'animal sain, et

I'hypersensibilité douloureuse chez lI'animal enflammé, mais aussi et pour la premiére fois,

neuropathigue (parmi la famille des canaux Nav). |l reste cependant des divergences entre les études,

et seul l'impact sur la douleur inflammatoire bénéficie d'un consensus. Son expression restreinte aux

FAP et le phénotype normal des animaux KO permet cependant de penser que de telles molécules

bénéficieraient d'un ratio bénéfice/risque favorable.
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2.2.8. Nav1.9

Expression dans le DRG : le canal Nav1.9 a un territoire d'expression tres proche de Nav1.8. Il
n'est retrouvé que dans les DRG et TG (et dans le systeme nerveux entérique, voir ci-dessous) ou il est
exprimé dans 83% des fibres de petit diameéetre (<30 um) et 19% des fibres de gros diametre (Dib-Hajj
et al., 1998). 61,5% des neurones des DRG sont positifs pour Nav1.9 et la quasi-totalité de la sous-
population NF200-négative exprime ce canal (Fukuoka et al., 2008). Ceci est en accord avec le fait que
tous les neurones Nav1.9-positifs expriment le marqueur périphérine, caractérisant les fibres C
(Amaya et al., 2000). La majorité des études montrent une absence totale de colocalisation avec
NF200 (Amaya et al., 2000; Benn et al., 2001). On retrouve le canal Nav1.9 le long des axones du nerf
sciatique chez la souris, et il est observable au niveau des terminaisons libres périphérine-positives de
la levre ou de la cornée (Black et Waxman, 2002; Rush et al., 2005; Padilla et al., 2007). Dans les DRG,
le canal Nav1.9 est fortement colocalisé avec les récepteurs TRPV1, P2X; et B, (Amaya et al., 2006),
impliqués dans l'intégration de la réaction inflammatoire (senseurs respectifs de certains eicosanoides
et des protons, des purines et de la bradykinine). On retrouve également le canal Nav1.9 dans un tiers
a la moitié des neurones TrkA-positifs, et dans environ 60% des neurones IB4-positifs (Amaya et al.,
2000; Benn et al., 2001).

D'un point de vue plus fonctionnel, la plupart des nocicepteurs de type C des DRG expriment
fortement le canal Nav1.9 (7/11 nocicepteurs polymodaux, 10/11 nocicepteurs silencieux, Fang et al.,
2002). La moitié des nocicepteurs AS sont clairement positifs pour Nav1.9 (7/13). Toutes les fibres A
LTM (pour "low threshold mechanoreceptive", ou récepteurs tactiles cutanés) sont Nav1.9-négatives
mais quelques fibres Aa/AB (5/16) expriment faiblement Nav1.9. D'une maniére générale, une
corrélation négative existe entre le niveau d'expression du canal et la taille des neurones (ainsi que
leur vitesse de conduction).

Une expression du canal Nav1.9 est également observée dans les plexus myentériques, au sein
de 85% des neurones Dogiel de type Il, mais pas dans les neurones mécanosensoriels de type S, ainsi
gue dans les plexus sous-muqueux (Rugiero et al., 2003; Padilla et al., 2007).

Propriétés électrophysiologiques : le canal Navl.9 possede des propriétés
électrophysiologiques tres atypiques si on le compare autres canaux Nav. Ses cinétiques d'activation
et d'inactivation sont extrémement lentes (Cummins et al., 1999) et son activation est a l'origine d'un
courant TTX-R persistent. Nav1.9 est de plus activé a des potentiels tres dépolarisés, proches du
potentiel de repos de la membrane (de -60 a -70 mV, contre -50 mV pour les canaux TTX-S et -30 a -40
mV pour le canal Navl.8, Dib-Hajj et al.,, 2002). Toutes ces propriétés rendent impossible une

contribution du canal Navl1.9 a la phase dépolarisante du PA. Il a alors été proposé qu'il participe a
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I'amplification de dépolarisations infraliminaires, et par conséquent a la définition de I'excitabilité
neuronale ainsi qu'a la prolongation des décharges de PA (Herzog et al., 2001; Baker et al., 2003). Le
courant persistant produit par le canal Nav1.9 est notamment d{ a un large chevauchement de ses
courbes d'activation et d'inactivation, donnant lieu a 'existence d'un courant de fenétre au sein d'une
gamme de potentiels pour lesquels la probabilité d'ouverture des canaux Navl.9 est non nulle et
I'inactivation n'est pas totale.

Expression chez I'animal neuropathique : I'expression du canal Nav1.9 est diminuée dans les
DRG apres axotomie, CCl, SNL et SNI (Dib-Hajj et al., 1998, 1999; Tate et al., 1998; Porreca et al., 1999;
Cummins et al., 2000; Decosterd et al., 2002; Berta et al., 2008). Elle n'est pas modifiée par une
section des racines dorsales (Sleeper et al., 2000; Decosterd et al., 2002) mais une autre étude a
montré son augmentation suite a la ligature de la racine L5 (Abe et al., 2002). Chez le rat diabétique
neuropathique, |'expression du canal Nav1.9 augmente dans les fibre NF200-positives (Hong et Wiley,
2006). Aprés section du nerf alvéolaire inférieur (innervation de la machoire inférieure), une
accumulation de canaux Nav1.9 est observée au niveau du site de Iésion (Davies et al., 2006).

Ces observations sont également réalisées chez 'Homme souffrant de Iésions du plexus brachial
(grand plexus permettant le réarrangement des fibres issues de C5 a T1), avec une diminution de
I'expression de Nav1.9 dans les DRG et une accumulation au niveau du site de lésion (Coward et al.,
2000; Yiangou et al., 2000). Dans des cas de névromes, le niveau d'expression de Nav1.9 au niveau du
site de |ésion est similaire a celui observé au niveau du nerf controlatéral (Coward et al., 2000; Black et
al., 2008). Le canal Navl.9 n'est pas détectable dans des biopsies de peau issues de zones
douloureuses dans des cas de névralgie post-herpétique ou de syndrome régional douloureux
complexe, (Zhao et al., 2008).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : beaucoup de données a ce sujet sont
disponibles et de fortes contradictions existent entre les études quant a la surexpression ou non du
canal Nav1.9 en conditions inflammatoires. Ces données bibliographiques seront développées dans la
partie "Inflammation" de cette thése (voir chapitre 1.3 p. 67). Une synthése bibliographique de
I'expression du canal Nav1.9 en conditions inflammatoires est donnée par le Tableau 4 (p. 69).

Knock-out/knock-down : les animaux KO ou traités par antisens anti-Nav1.9 ne présentent
aucun déficit en termes de sensibilité thermique ou mécanique dans la majorité des études (Porreca
et al., 1999; Priest et al., 2005; Amaya et al., 2006). Selon ces mémes études, Nav1.9 ne semble pas
non plus étre impliqué dans la douleur neuropathique (SNL, CCI, SNI) malgré les perturbations de son
expression observées dans les FAP. En revanche, une implication du canal Nav1.9 dans la douleur
inflammatoire se dégage des études existantes. En effet, la douleur spontanée ainsi que

I'hypersensibilité douloureuse thermique et mécanique provoquée par des injections intraplantaires
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de médiateurs pro-inflammatoires (prostaglandine E, (PGE,), bradykinine, interleukine 1B (IL-1p)) sont
réduites chez les souris KO Navl.9 (Amaya et al., 2006). Les résultats obtenus sur les modeéles
d'inflammation sont moins clairs et des divergences apparaissent, impliquant ou non le canal Nav1.9
dans I'hypersensibilité douloureuse inflammatoire thermique, et ne confirmant pas I'implication du
canal dans I'hypersensibilité mécanique observée apres injections de médiateurs inflammatoires
(Priest et al., 2005; Amaya et al., 2006; Martinez et Melgar, 2008; Leo et al., 2010; Yu et al., 2011). Ce
constat est le point de départ de ce travail de thése et sera développé dans la partie "Inflammation”
du manuscrit (voir chapitre 1.3 p. 67). Une synthése des résultats comportementaux obtenus chez les
animaux KO ou knock-down Nav1.9 est donnée par le Tableau 5 (p. 71).

Mutations naturelles chez I'Homme : il n'existe pas de mutations connues chez I'Homme de
cette sous-unité.

Le canal Navl1l.9 présente un territoire d'expression particulierement intéressant, restreint aux

nocicepteurs. S'il n'est a priori pas impliqué dans la nociception chez les animaux sains, il pourrait

représenter une cible pharmacologique intéressante dans le traitement des douleurs inflammatoires.

Les résultats existants dans ce sens doivent cependant étre clarifiés et une étude exhaustive de

I'implication du canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire est nécessaire.
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|. INTRODUCTION

1. LA REACTION INFLAMMATOIRE

L'inflammation est un systeme de défense inné, non spécifique, de I'organisme en réponse a
une infection (bactérie, virus, champignon, parasite), un agent chimique (toxine, venin) ou a une lésion
tissulaire (plaie, bralure, irradiation). Elle peut aussi étre induite par des désordres pathologiques
comme un défaut de vascularisation a l'origine d'une nécrose par ischémie, ou une anomalie de la
réponse immunitaire (allergie, auto-immunité). Elle est caractérisée dans un premier temps par un
accroissement local du flux sanguin et une formation accrue de liquide extracellulaire (exsudat
composé d'eau et de protéines plasmatiques) responsable de la formation d'un cedéme. C'est la phase
vasculaire, qui va permettre I'apport de médiateurs chimiques et immunitaires (anticorps, facteurs de
coagulation ou du complément), de diluer les toxines éventuelles, d'augmenter localement la
température, d'isoler le foyer inflammatoire par la formation de fibrine (granulome inflammatoire), et
de favoriser la diapédése des leucocytes par ralentissement du courant circulatoire. Ces derniers vont
amorcer la seconde phase de Il'inflammation : la phase cellulaire. Les polynucléaires (ou granulocytes)
sont les premiéres cellules recrutée et vont générer une réponse non spécifique. Les granulocytes
neutrophiles, composante majeure de la population granulocytaire, vont s'attaquer aux agents
bactériens ou viraux par phagocytose. Les basophiles et éosinophiles (les seconds étant plutdt activé
dans les cas d'infections parasitaires) peuvent aussi étre impliqués et sécréter diverses toxines ainsi
gue des médiateurs inflammatoires comme I'histamine, participant a I'entretien de la phase vasculaire
(effets vaso-actifs) et au recrutement cellulaire (effets chimiotactiques). Les mastocytes tissulaires
vont contribuer de facon plus importante a ce phénoméne via la sécrétion massive et rapide
(dégranulation) de nombreux médiateurs, notamment I'histamine et la sérotonine. Les cellules
phagocytaires vont ensuite étre recrutées (afflux de monocytes circulants et implication des
macrophages résidents), contribuant a I'activation des lymphocytes dans le cas ol un pathogéne est
détecté, ainsi qu'a la phase de détersion (élimination des tissus nécrosés, des débris cellulaires, des

agents pathogénes restants et de |'exsudat) qui précede la réparation/cicatrisation du tissu.
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2. INTEGRATION DE L'ENVIRONNEMENT
INFLAMMATOIRE PAR LES FIBRES AFFERENTES
PRIMAIRES

Les différentes phases de l'inflammation sont dépendantes de la libération de nombreux
facteurs vaso-actifs et chimiotactiques, créant un environnement chimique complexe parfois qualifié
de "soupe" inflammatoire. Ces facteurs sont libérés par les cellules lésées, les cellules de la lignée
inflammatoire ou immunitaire (granulocytes, mastocytes, monocytes/macrophages, lymphocytes), les
cellules de I'endothélium vasculaire, les thrombocytes (plaguettes), et enfin par les terminaisons
nerveuses nociceptives elles-mémes. Ces derniéeres jouent en effet un role crucial dans I'entretien de
la réaction inflammatoire ainsi que dans la douleur qui en résulte. La douleur inflammatoire permet
d'induire un comportement de protection vis-a-vis de la zone lésée et d'en limiter les mouvements,
favorisant ainsi la cicatrisation. Elle est caractérisée par des décharges lancinantes, ainsi que par une
hypersensibilité douloureuse en réponse aux stimulations mécaniques et thermiques chaudes. Elle
implique l'activation et la sensibilisation des nocicepteurs qui sont en mesure de percevoir, d'intégrer,
et de contribuer a I'environnement inflammatoire dans lequel ils projettent. Ceci est rendu possible
par l'expression d'un large panel de récepteurs spécifiques de nombreux médiateurs de l'inflammation
(deux schémas synthétiques sont donnés par la Figure 17 et la Figure 18) :

> Les protons, le glutamate, I'adénosine et les phosphates d'adénosines (ADP, ATP) : relargués
dans le milieu extracellulaire par les cellules lésées, ils vont étre capables d'activer directement
les nocicepteurs via plusieurs récepteurs. Les canaux ioniques senseurs de l'acidité ASIC1-4

(pour "Acid-Sensing lon Channel) sont les principaux senseurs des protons et s'activent a pH

acide (Waldmann, 2001). D'autres canaux (TREK-1, TRPV1) peuvent également étre modulés par

les protons (Maingret et al., 1999b; Gold et Caterina, 2008). Les canaux de la famille ASIC et TRP
sont des canaux cationiques non-sélectifs dont I'ouverture va entrainer une dépolarisation de la
cellule, mais aussi une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium a l'origine
notamment de |'activation de la PKC (voir Figure 18). Les canaux potassiques TREK-1 et TRAAK

(pour "Tandem pore domain weak inward rectifying K+ (TWIK) Related Arachidonic Acid-

stimulated K* channel") fonctionnent quant a eux "a l'inverse" puisqu'ils vont produire un

courant de fond hyperpolarisant, bloqué par une diminution extracellulaire de pH (Sandoz et al.,

2009).

Les cellules |ésées libérent également du glutamate, activateur des récepteurs mGluR et iGIuR

(métabotropique et ionotropiques, respectivement). Les récepteurs mGIuR sont classés en 3
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groupes, le premier ayant une action excitatrice sur les nocicepteurs, les deux suivant étant
inhibiteurs. Les nocicepteurs exprimant en grande majorité des récepteurs de type Il et lll, le
glutamate a globalement un effet inhibiteur sur les nocicepteurs (Carlton et Hargett, 2007).
L'adénosine est le ligand des récepteurs purinergiques métabotropiques P1, et les phosphates
d'adénosine activent les récepteurs P2X et P2Y, respectivement ionotropiques et
métabotropiques. Les récepteur homomultimériques P2X; et hétéromultimériques P2X,/; sont
en particulier fortement exprimé par les nocicepteurs et leur role dans la douleur inflammatoire
a été démontré (Burnstock, 2006; Wirkner et al., 2007). Le couplage des récepteurs
métabotropiques P2Y est variable et peu de données sont disponibles sur leur éventuelle
implication dans la douleur inflammatoire. On sait cependant que les sous-types P2Y, et P2Y,
favorisent I'excitabilité des FAP qui les expriment via une augmentation du calcium
intracellulaire et I'activation de la PKC (Yousuf et al., 2011).

Les amines vaso-actives. L'histamine et la sérotonine sont des amines a effet vasodilatateur
sécrétées par les plaquettes (sérotonine) et les mastocytes (histamine + sérotonine).
L'histamine va activer le récepteur H1 (seul sous-type exprimé par les nocicepteurs) couplé a
une protéine Gq/11 activatrice de la phospholipase C (PLC). Les récepteurs a la sérotonine sont
trés variés. Les nocicepteurs expriment les sous-types 5-HT,, (5-Hydroxytryptamine, couplage
Gq et activation PLC puis PKC), 5-HT; (ionotropique) et 5-HT, (couplage Gs et activation PKA).
Tous vont dans le sens d'une activation ou d'une sensibilisation des nocicepteurs. L'entrée de
calcium provoquée par l'ouverture du récepteur-canal 5-HT; va également contribuer a la
sensibilisation neuronale par activation de la PLC (Millan, 1999).

Les kinines sont issues de la dégradation des kininogénes plasmatiques par la kallicréine. La

bradykinine et la kallidine (lysine-bradykinine) sont des peptides de 9 et 10 acides aminés a effet

vasodilatateur. Ces deux peptides activent le récepteur B, exprimé par les nocicepteurs. Il en
résulte une activation de la voie PLC/PKC.

Les eicosanoides sont des médiateurs lipidiques dérivés de I'acide arachidonique, lui-méme issu
de la dégradation des phospholipides membranaires par la phospholipase A2. De ce
métabolisme sont issus les prostaglandines, les thromboxanes et les leucotrienes. Les
eicosanoides activent différents récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) dont certains sont
connus pour jouer un réle dans la sensibilisation des nocicepteurs. C'est le cas notamment des
récepteurs EP; (couplage Gq) et EP, (couplage Gs) a la PGE, et du récepteur IP (couplage Gs) a la
prostaglandine I, (Le Bars et Adam, 2002). Leur activation amene donc a une activation en aval
de la PKA ou de la PKC. Les leucotriénes B4 ont aussi été impliqués dans la sensibilisation des

nocicepteurs (Martin et al., 1987).
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Les cytokines libérées par de nombreux types cellulaires, immunitaires mais aussi par les
cellules de la lignée gliale (Rothman et al., 2009), sont de petites protéines (8 a 50 kDa) a effet
pro- ou anti-inflammatoire. Les principales cytokines impliquées dans la sensibilisation
nociceptive sont les cytokines pro-inflammatoires IL-1f, IL-6 et TNFa, dont I'injection locale
provoque une hypersensibilité douloureuse (Ozaktay et al., 2002; Meyer et al., 2008). Leur
action est largement indirecte, via la stimulation de la sécrétion de médiateurs pro-
inflammatoires par les cellules immunitaires (prostaglandines, neurotrophines...), mais certaines
études montrent que les cytokines ont également une action sensibilisatrice sur les
nocicepteurs, impliquant différentes voies de signalisation dont celle de la PKC (Obreja et al.,
2002; Andratsch et al., 2009) ou celle de la p38 (Jin et Gereau, 2006) entrainant notamment une
régulation positive des canaux TTX-R.

Les neurotrophines sont synthétisées en contexte inflammatoire par les cellules immunitaires,
les cellules structurales (épithéliales, fibroblastiques, musculaires...) et par les neurones. Le NGF,
et dans une moindre mesure le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF pour "Brain
Derivated Neurotrophic Factor") dont le role est principalement central, sensibilisent les
nocicepteurs par un mécanisme indirect sur les cellules immunitaires (notamment sur la
sécrétion d'histamine et de sérotonine par les mastocytes) et par un mécanisme direct via les
récepteurs tyrosine kinase TrkA (au NGF) et TrkB (au BDNF). La nature de ces récepteurs
implique les neurotrophines dans un processus de sensibilisation a long terme, avec un effet sur
I'expression de certains des acteurs majeurs de lI'excitabilité neuronale. L'activation du
récepteur TrkA (et de la voie de signalisation des protéines kinases activées par des mitogénes
(MAPK) Ras-Raf, de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), de la PLC et de la p38) augmente
|'expression de certains canaux dont Nav1.8 et TRPV1, ou encore la synthese de BDNF (Ji et al.,
2002; Pezet et McMahon, 2006).

Le monoxyde d'azote est produit par la NO synthase dans les cellules inflammatoires,
endothéliales vasculaires, ou encore dans les neurones eux-mémes. Cette petite molécule
gazeuse est capable de traverser les membranes cellulaires et va avoir un effet paracrine et
autocrine. Elle n'a pas de récepteur propre, mais sa liaison a la guanylyle cyclase va conduire a
une modification allostérique de cette derniere et a la production de guanosine
monophosphate cyclique (GMPc, Koesling et al.,, 2004) qui aurait un effet négatif sur
I'excitabilité de certains nocicepteurs (Levy et Strassman, 2004). L'effet périphérique du NO est
ambivalent puisqu'il a également été montré une augmentation de I'excitabilité des
nocicepteurs via l'activation des canaux TRPV1 et TRPA1 (Miyamoto et al., 2009). Enfin le NO

joue un réle indirect important dans la douleur inflammatoire, en tant que modulateur positif
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de la réponse inflammatoire (sécrétion de prostaglandines, modification du débit sanguin local...

Millan, 1999).
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Figure 17. Intégration de I'environnement inflammatoire par les nocicepteurs.

Ce schéma représente les principaux médiateurs de I'inflammation sensibilisant les nocicepteurs ainsi que leurs récepteurs
respectifs, décrits dans le chapitre 2. Les voies de signalisation y sont tres simplifiées, voir la Figure 18 pour plus de détail
(Costigan et Woolf, 2000).

Sub P

Les nocicepteurs sont donc en mesure d'intégrer I'environnement inflammatoire dans lequel ils
baignent, mais vont également y contribuer par la sécrétion de deux médiateurs peptidiques (fibres C
peptidergiques, TrkA-positives). Le premier, la substance P, est un neuropeptide de 11 acides aminés
de la classe des tachykinines qui, outre ses fonctions de neuromédiateur/neuromodulateur, posséde
un effet vasodilatateur et induit la déganulation mastocytaire. Le second est le CGRP, un autre peptide
vasodilatateur de 37 acides aminés qui va également déclencher la dégranulation des mastocytes. Ces
deux peptides vont contribuer a entretenir la réaction inflammatoire mais vont aussi permettre son
extension. En effet, suite a l'activation d'une terminaison nociceptive, le message nerveux va pouvoir
se propager aux terminaisons voisines par réflexe d'axone et provoquer la libération de substance P et
de CGRP. Cette composante a part entiere de l'inflammation, dite "neurogene", est responsable d'une
zone d'hypersensibilité secondaire entourant le site d'inflammation primaire. De plus, les fibres
nociceptives sont activables par la substance P et le CGRP, ce qui donne lieu a une boucle d'auto-

activation a la fois directe et indirecte, via les mastocytes. Les récepteurs respectifs de la substance P
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et du CGRP sont les récepteurs NK; et le dimére CRL/RAMP1, tous deux métabotropiques et activant

respectivement la PKC (via la PLC) et la PKA.
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Figure 18. Signalisation impliquée dans la sensibilisation des nocicepteurs par l'inflammation - I'exemple du canal TRPV1.
Le canal TRPV1 est sujet a de nombreuses modulations en contexte inflammatoire, ce qui en fait un exemple intéressant pour
I'illustration des voies de signalisations intervenant dans la sensibilisation neuronale. L'activation de récepteurs couplés a une
protéine Gq (RCPG a,) résulte en une sensibilisation du récepteur TRPV1 via la PLC, directement ou via la voie diacylglycérol
(DAG)/inositol triphosphate (IP3) qui aboutit a I'activation de la PKCe et déclenche la libération des stocks vésiculaires de
calcium. Ceci va avoir pour conséquence l'activation de la PKCS et de la protéinase Il dépendante du complexe
calcium/calmoduline (CaMKII), ayant un effet positif sur I'activation de TRPV1. L'activation d'un récepteur couplé a une
protéine Gs (o) déclenche quant a elle I'activation de I'adénylate cyclase (AC), qui active la PKA via la production d'AMP
cyclique (cAMP). Le facteur d'échange guanine activé par I'AMP cyclique (EPAC) va parallélement activer la PKCe via la PLC. La
PKCe est aussi activable par I'activation de récepteurs tyrosine kinase (RTK) via la PLC. Ceci montre qu'un phénomeéne de
"cross-talk" important existe entre ces voies, et que I'activation de récepteurs différents converge vers des effets communs
(notamment I'activation de la PKCg). A ce schéma il faudrait ajouter la régulation positive du canal TRPV1 exercée par les
céramides, la protéine kinase activée par des mitogénes (MAPK) p38, la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), la PKCe et la PKA
(Gold et Gebhart, 2010).

L'action des médiateurs de l'inflammation sur leurs récepteurs respectifs va donc résulter en
une excitation directe des neurones via les récepteurs ionotropiques (voir Figure 17), et en une
activation de différentes voies de signalisation ayant pour acteurs centraux la PKA et la PKC (voir
Figure 18). Ces deux kinases sont connues pour sensibiliser les nocicepteurs, notamment via la
phosphorylation de canaux comme Nav1.8 ou TRPV1 (Vijayaragavan et al., 2004; Lee et al., 2005). De
nombreuses études montrent de plus des variations de |'expression de ces canaux en contexte
inflammatoire (Ji et al., 2002; Black et al., 2004). Le canal Nav1.9, objet de cette thése, est également

soumis a différentes régulations, présentées dans le chapitre suivant.
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3. REGULATION DU CANAL NAVv1.9 PAR
L'INFLAMMATION

En 1996, il a été montré que certains médiateurs pro-inflammatoires comme la PGE, avaient un
effet positif sur le courant TTX-R enregistré dans les nocicepteurs (attribué aux canaux Nav1.8 et
Nav1.9), impliquant une activation de la PKA (England et al., 1996; Gold et al., 1996). L'activation de la
PKC, elle aussi recrutée en contexte inflammatoire, permet également d'augmenter le courant TTX-R
dans les neurones des DRG (Gold et al., 1998). Il a plus tard été montré que cette régulation positive
du courant TTX-R par ces deux kinases était sous-tendue le canal Nav1.8 (Vijayaragavan et al., 2004).
Cependant, de nombreuses études montrent que le canal Nav1.9 est lui aussi soumis a ces régulations.
En effet, I'activation constitutive des RCPG par le GTPyS (analogue non hydrolysable de la guanosine
triphosphate, ou GTP) entraine une augmentation du courant Nav1.9 via un déplacement de son seuil
d'activation vers des potentiels plus négatifs (Baker et al., 2003; Ostman et al., 2008). L'effet est
maximal au bout de 5 min, excluant un impact sur 'expression du canal, et peut étre bloqué par un
inhibiteur de PKC mais pas par un inhibiteur de la PKA (Baker, 2005). L'effet du GTPyS peut étre
reproduit en activant directement la PKC par un analogue du diacylglycérol, ou par I'ATP
extracellulaire (impliquant potentiellement une activation des récepteurs P2Y). La PGE, n'a pas d'effet
aigu (5 min d'incubation a 5 uM), mais une autre étude montre une augmentation du courant Nav1.9
par la PGE, (10 uM) apreés 1 h d'incubation, toujours via un déplacement de son potentiel d'activation
vers des valeurs plus hyperpolarisées (Rush et Waxman, 2004). Dans une étude plus récente, Frangois
Maingret et al. (2008) montrent finalement que si de faibles concentrations de médiateurs pro-
inflammatoires (bradykinine, PGE,, histamine, noradrénaline et ATP) n'ont aucun effet sur le courant
Nav1.9 individuellement, I'application concomitante de tous ces médiateurs (a des concentrations
inférieures) a un effet similaire a celui du GTPyS. Les auteurs proposent que le canal Nav1.9 est soumis
a des régulations provenant de différentes voies de signalisation intracellulaires (notamment par la
PKA et la PKC), et que la convergence de ces derniéres a un effet additif sur I'activité du canal, lui
conférant un role de "détecteur de coincidence"*.

Une régulation semblable peut également étre obtenue par dialyse d'ions fluorure dans la
cellule (Coste et al., 2004; Maruyama et al., 2004). Bertrand Coste et al (2004) ont montré que ce type

de modulation du courant Nav1.9 avait un impact important sur I'excitabilité des nocicepteurs. Le fait

'® La détection de coincidence est le principe selon lequel un neurone (ou un circuit neuronal) est capable
d'intégrer I'occurrence simultanée de plusieurs signaux d'origines distinctes. A I'échelle moléculaire, le récepteur
au N-méthyl-D-aspartate est un exemple caractéristique puisqu'il nécessite d'étre activé de maniere
concomitante par la liaison de glutamate et par la dépolarisation de la membrane.
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qgue le canal Nav1.9 soit ouvert a des potentiels inférieurs au potentiel d'émission des PA permet la
génération de dépolarisations régénératives qui, en s'ajoutant a des dépolarisations infraliminaires,
vont permettre au neurone d'atteindre le seuil d'émission des PA. La persistance du courant Nav1.9
permet la génération de longs plateaux dépolarisants (-40 a -50 mV) sur lesquels vont pouvoir se
greffer plusieurs PA. Ceci confere aux nocicepteurs un comportement "bistable" caractérisé par
I'alternance entre des décharges en bouffées (sous-tendues par le courant Navl1.9 persistant) et un
état silencieux (suite a l'inactivation lente des canaux Nav1.9). Ce type de comportement n'est pas
observé dans des neurones Nav1.97" (Maingret et al., 2008). Le couple Nav1.9/Nav1.8 serait donc la
clé de voute de [I'excitabilité des nocicepteurs, jouant deux roles complémentaires
(amplificateur/effecteur) dans I'hyperexcitabilité induite par I'inflammation.

Outre les multiples modulations rapides présentées dans ce chapitre, le canal Navl.9 subit
également, dans certaines conditions inflammatoires, une modulation de son expression. Plusieurs
études ont porté sur I'expression du canal Nav1.9 en contexte inflammatoire. Les résultats obtenus
sont résumés dans le Tableau 4. Les données, obtenues principalement chez des modéles
d'inflammation plantaire (carragénine ou CFA), sont contradictoires et montrent tour a tour une
expression stable ou augmentée du canal. La diversité des techniques utilisées (northern blot, western
blot, immunohistochimie, hybridation in situ, gPCR et RT-PCR), comme celle des cinétiques
considérées, ne permet pas d'avoir une image claire de la régulation de I'expression du canal Nav1.9

par l'inflammation.
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Observations

Modele Temps o Références
(dans les DRG sauf précision)
4 heures = ARNm
_ Carragenine 2 jours 1 ARNm (Yen et al., 2009)
intraplantaire (souris)
7 jours =ARNmM
ani = ARNm
. Carragerune 4 jours (Black et al., 2004)
intraplantaire (rat) = protéine
_ Carragenine 2 jours = ARNm (Yen et al., 2009)
intramusculaire (souris)
CFA intraplantaire . .
(souris) 3 jours 1 protéine (Amaya et al., 2006)
CRAImaanae | jour - ARN
- - (Yen et al., 2009)
CFA intramusculaire .
. 2 jours = ARNm
(souris)
. . . 1 ARNm
CFA intraplantaire (rat) 1 jour — (Yuetal., 2011)
1 protéine
CFA intraplantaire (rat) 2 jours | protéine (axones) (Coggeshall et al., 2004)
2 jours = ARNm
CFA intraplantaire (rat) (Tate et al., 1998)
7 jours 1T ARNm
14 jours 0 4
. protéine (dans les
Monoat;t:l::ti:)(genou, 21 jours neurones innervant la zone (Strickland et al., 2008)
28 jours enflammée)
Temps 4h 2j 3j 4j 7] 14 j 21j 28j
s | ARNm = T = =
@ -
O | protéine =
< ARNm == T
“ | protéine l* T Ts TS Ts

Tableau 4. Synthése bibliographique des études de I'expression de Nav1.9 chez des modeéles animaux d'inflammation.
La partie supérieure du tableau présente les différentes études publiées et leurs résultats. La partie inférieure résume ces
résultats de maniere cinétique. Les signes 1, = et | indiquent respectivement une augmentation, une stabilité ou une
diminution de I'expression. Les signes en bleu correspondent a des études réalisées chez la souris, et en rouge chez le rat. *
expression au niveau axonal ; $ modéle de monoarthrite.
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Depuis quelques années, des données comportementales concernant I'implication du canal
Nav1.9 dans la douleur inflammatoire viennent compléter les données cellulaires et moléculaires (voir
le Tableau 5 pour un résumé complet de ces études). Les souris KO Navl.9 montrent en effet une
diminution de I'hypersensibilité aux stimulations mécaniques et thermiques chaudes en réponse a
I'injection intraplantaire de médiateur pro-inflammatoires (PGE,, bradykinine, IL-1B, Amaya et al.,
2006). Ces animaux montrent également une réduction de la douleur inflammatoire spontanée
ressentie en réponse a une injection intraplantaire de formol (Priest et al., 2005; Leo et al., 2010). Les
résultats obtenus avec des modeéles d'inflammation plus proches de la clinique (i.e. pour lesquels une
réaction inflammatoire complete, et plus ou moins durable, est induite) sont moins clairs. En effet,
aucune étude n'a permis de confirmer I'implication du canal Nav1.9 dans I'hypersensibilité mécanique
observée suite a l'injection intraplantaire de médiateurs pro-inflammatoires (toutes les études étant
réalisées sur le méme modele de CFA intraplantaire). Une étude chez des animaux modeéle
d'inflammation colique (activation du Toll Like Receptor 7 par instillation de R-848) montre cependant
une diminution de I'hypersensibilité viscérale d'animaux KO Nav1.9 en réponse au test de distension
colorectale (Martinez et Melgar, 2008). La contribution du canal Nav1.9 dans I'hypersensibilité au
chaud fait également débat puisque seule la moitié des études montre son implication dans ce
symptdme suite a une injection intraplantaire de carragénine ou de CFA (Priest et al., 2005; Amaya et

al., 2006; Leo et al., 2010; Yu et al., 2011).
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Pression Chaud Autre

Sensibilité chez I'animal sain

. .43
= seuil de douleur au froid
= seuil de douleur a la
distension colorectale®

g 1,23
= seuil de douleur 1,235

Seuils de douleur . 5 = seuil de douleur
ou | seuil de douleur

Agonistes de canaux transducteurs

Capsaicine intraplantaire J hypersensibilité® J léchage de la patte®
af-met-ATP intraplantaire J hypersensibilité®
UTP intraplantaire J hypersensibilité®
NGF intraplantaire = hypersensibilité? = hypersensibilité?

Douleur inflammatoire

Médiateurs pro-inflammatoire

PGE, intraplantaire J hypersensibilité® J hypersensibilité>*

PGE, intrathécale = hypersensibilité® = hypersensibilité®

Bradykinine intraplantaire J hypersensibilité® J hypersensibilité® J léchage de la patte®
IL-1B intraplantaire J hypersensibilité® J hypersensibilité®

Modéles d'inflammation

J léchage de la patte” ou
Formol intraplantaire des sursauts’ pendant la
phase inflammatoire

= hypersensibilité’

Carragénine intraplantaire ou récupération plus
rapide’
: : G =h ibilité™>®
CFA intraplantaire = hypersensibilité®*>* ypersensiblite

ou | hypersensibilité*?
{ hypersensibilité viscérale

Instillation rectale de R-848 . .4
(distension)

Acide acétique intrapéritonéal N nombre de crampes®

Douleur neuropathique

SNL* = hypersensibilité" = hypersensibilité*

cel* = hypersensibilitéz’5 J hypersensibilité au froid®
= hypersensibilité au froid®

SNI* = hypersensibilité>* ou | hypersensibilité au

froid®

Tableau 5. Synthése bibliographique des études comportementales chez la souris KO Nav1.9 ou le rat knock-down.

Les résultats contradictoires sont marqués en rouge. 1(Porreca et al.,, 1999) 2(Priest et al., 2005) 3(Amaya et al.,, 2006)
4(Martinez et Melgar, 2008) 5(Leo et al,, 2010) 6(Yu et al., 2011). Les articles 1 et 6 sont réalisés chez le rat aprés knock-down.
Les articles 2, 3, 4 et 5 sont réalisés chez la souris KO. *Ces modeéles de neuropathie traumatique sont rappelés dans la Figure
15 p. 48.
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[l. OBJECTIFS

La bibliographie nous fournit des données électrophysiologiques, moléculaires/cellulaires et
comportementales proposant I'implication du canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire. Cependant,
le manque de cohérence entre ces études (modeles, techniques, cinétiques...) rend difficile toute
corrélation, et les divergences existant entre les résultats publiés ne permettent pas I'émergence d'un
consensus. Ce travail de thése a pour but de fournir une étude plus compléte de l'implication du canal
Nav1l.9 dans la douleur inflammatoire aigué a chronique, permettant pour la premiére fois la
corrélation de données comportementales, cellulaires et électrophysiologiques acquises sur les
mémes modeles, et selon les mémes cinétiques. Nous espérons pouvoir ainsi caractériser avec
précision l'implication du canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire, mais aussi avoir des éléments
concrets permettant d'interpréter les différents types de régulation auxquels est soumis le canal
Nav1.9 dans ces conditions (expression, fonctionnalité).

Dans ce but, 3 modeles d'inflammation, allant du mode aigué a chronique, sont induits chez des
souris KO Navl.9. La sensibilité douloureuse au chaud de ces animaux est évaluée de maniére
cinétique tout au long du développement de l'inflammation. De la méme maniére, la sensibilité
mécanique est évaluée a l'aide d'un test de douleur provoquée (von Frey, comme classiguement
utilisé dans les études existantes) mais aussi d'un test de douleur spontanée (Dynamic Weight Bearing,
permettant I'évaluation de la distribution pondérale des animaux). Une validation des observations
réalisées est de plus effectuée chez le rat suite a un knock-down de Nav1.9 par stratégie antisens. Sur
ces mémes modeles d'inflammation, une étude de I'expression transcriptionnelle et protéique du
canal est menée dans les DRG par qPCR et immunohistochimie. La quantité de canaux est également
évaluée au niveau des terminaisons nerveuses. Enfin, les propriétés électrophysiologiques du canal
Nav1.9 sont analysées par patch clamp dans les nocicepteurs innervant la zone enflammée (identifiés

par marquage rétrograde).

73






Contribution du canal Nav1.9 a la douleur inflammatoire
Résultats

[Il. RESULTATS

1. DONNEES COMPORTEMENTALES

1.1. Inflammation aigué

Dans le but de réaliser un premier phénotypage de notre souche de souris KO Nav1.9, nous
avons tout d'abord souhaité reproduire le test au formol publié par Birgit Priest et al. (2005), montrant
une réduction de la douleur spontanée chez des souris KO Nav1.9 lors de la réaction inflammatoire qui
suit une injection intraplantaire de formol. Cette injection est connue pour induire une réponse
comportementale biphasique caractérisée par le léchage de la patte, la premiére phase (0-5 min)
étant liée a une activation directe des fibres nociceptives par le formol, la seconde (10-45 min) étant la
phase de douleur inflammatoire aigué spontanée. Nous observons bien chez nos souris KO Nav1.9 une
diminution du comportement de léchage seulement dans la deuxieme phase du test (voir Figure 19A),
impliquant le canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire aigué spontanée. Ce réle du canal Nav1.9
peut de plus étre étendu aux territoires a innervation trigéminale, puisqu'un résultat similaire est
obtenu suite a l'injection de formol dans la lévre supérieure (voir Figure 19B). Ceci est en accord avec
I'expression du canal dans les petites fibres du ganglion trigéminal ainsi que dans les terminaisons

nerveuses des levres chez la souris (Padilla et al., 2007).
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Formol plantaire
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Figure 19. Evaluation de la douleur
inflammatoire aigué spontanée
chez les souris KO Nav1.9.

Une inflammation aigué est induite
chez des souris sauvages et KO
Nav1.9 par injection de 15 ul de
formaldéhyde 5% au niveau de la
patte arriere  droite  (formol
plantaire, A), ou de 10 pul de
formaldéhyde 2% dans la levre
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du Pr Philippe Luccarini.

1.2. Inflammation subaigué
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Figure 20. Evolution de I'cedéme induit par injection
intraplantaire de carragénine 2 et 3% chez des souris
sauvages et KO Nav1.9.

L'épaisseur de la patte enflammée est mesurée avant et
2, 4, 6, 8 et 24 h apres injection intraplantaire de
carragénine 2% (ronds) et 3% (carrés) chez des souris
sauvages et KO Navl.9. two way ANOVA, n=8
(carragénine 2%) et n=9 (carragénine 3%)

Une inflammation subaigué est induite chez
des souris sauvages (WT pour "wild-type") et KO
Nav1.9 par injection intraplantaire de A-carragénine
2 ou 3% (polysaccharide extrait d'algues rouges).
Quelle que soit la concentration de carragénine
injectée, on note l'apparition d'un cedéme dés 2 h
post-injection, avec un gonflement maximal a 6 h
post-injection (voir Figure 20). L'cedéme est toujours
présent a 24 h et sa taille n'est a aucun moment
dépendante de la concentration de carragénine
injectée.

Les animaux sont soumis a deux tests de

sensibilité mécanique et thermique chaude. Le test

de von Frey (voir Figure 21A,C) permet de définir le seuil de douleur des animaux en réponse a une

stimulation mécanique (application sous-plantaire de filaments calibrés permettant d'apprécier le

seuil de douleur en grammes). Le test d'immersion de la patte a 46°C (voir Figure 21B,D) permet quant
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a lui de déterminer le seuil de douleur en réponse a une stimulation thermique chaude (le seuil est

défini en secondes par la latence de retrait de la patte immergée dans de I'eau thermostatée).

Latence de retrait (s) I>»
(@] N E LN (0] (0]

Latence de retrait (s) )

o N b~ O

Immersion de la
patte a 46°C

0 2 4 6 8 24
Temps post-injection (h)

ki K

0 2 4 6 8 24
Temps post-injection (h)

vy

(9)
o — —
[ B S}

Seuil de retrait
o
~

) O

o
0]

e
~

Seuil de retrait (g)

Test de von Frey

- +/+
o —/-

*

0 2 4 6 8 24
Temps post-injection (h)

0 2 4 6 8 24
Temps post-injection (h)

%, Z duluabesren

%< auluabenen

Figure 21. Impact du KO
Nav1.9 sur la sensibilité

thermique et
mécanique de souris
apres injection
intraplantaire de

carragénine 2 et 3%.
Des souris WT et KO
Navl.9 sont soumises
au test d'immersion de
la patte a 46°C (A,C) et
au test de von Frey (B,D)
avantet 2,4,6, 8et 24
h aprés injection de
carragénine 2% (A-B) et
3% (C, D). Cut-off=15 s
(AC) et 2 g (B,D).
*p<0,05 **p<0,01
***pn<0,001 vs '+/+', two
way ANOVA + Student-
Newman-Keuls, n=8 (A-
B) et n=9 (C-D)

Nous observons tout d'abord que la délétion du géne codant le canal Nav1.9 n'a pas d'impact

sur les seuils de douleur avant injection (temps 0), et ce quelle que soit la modalité de stimulation

testée. Suite a l'injection intraplantaire de carragénine 2 ou 3%, une hypersensibilité thermique et

mécanique apparait chez les souris, caractérisée par la diminution des seuils de réponse aux deux

tests. La diminution maximale des seuils de douleur est atteinte entre 6 et 8 h (a I'exception de

I'hypersensibilité mécanique dans le modeéle carragénine 2%) et reste significative jusqu'a 24 h, suivant

la cinétique d'évolution de I'cedéme. L'hypersensibilité observée est cependant réduite chez les souris

KO Navl1.9, sur le plan thermigue comme mécanique. Ceci est visible pour les deux doses de

carragénine utilisées, mais plus marqué pour la dose de 3% qui sera utilisée pour les expériences

ultérieures.

77



Contribution du canal Nav1.9 a la douleur inflammatoire

Résultats

L'implication du canal
Navl.9 dans [I'hypersensibilité
mécanique n'ayant encore jamais
été démontrée, nous avons décidé
de vérifier cette observation par un
nouveau test indépendant de
I'expérimentateur. Le test du
Dynamic Weight Bearing consiste a
mesurer pendant 5 min la pression
appliquée par une souris en champ
libre sur ses 4 membres de
maniére a évaluer sa distribution
pondérale. Suite a l'injection
intraplantaire de carragénine 3%,
nous suivons I'évolution de
plusieurs parametres que sont le
ratio de poids ipsi/controlatéral
(sur les pattes arriéres dont une est
injectée, voir Figure 22A), le
pourcentage de temps passé avec
la patte enflammée en suspension
(voir Figure 22B), et le poids
appliqué sur les pattes avant
ipsilatérales et controlatérales (voir
Figure 22A et B, respectivement).

Nous observons chez les souris WT

Dynamic Weight Bearing
(distribution pondérale)
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Figure 22. Effet d'une inflammation plantaire subaigué sur la distribution
pondérale de souris WT et KO Nav1.9.

Des souris WT et KO Navl.9 sont soumises au test du Dynamic Weight
Bearing avant et 2, 8 et 24 h aprés injection intraplantaire de carragénine 3%.
Les résultats présentés concernent le ratio de poids controlatéral/ipsilatéral
arriere (A), le pourcentage de temps passé avec la patte enflammée en
suspension (B), et le poids appliqué sur les pattes avant ipsilatérale (C) et
controlatérale (D). **p<0,01 ***p<0,001 vs '+/+', two way ANOVA + Student-
Newman-Keuls, n=5

une augmentation du ratio de poids contro/ipsilatéral arriére (p=0,014) ainsi que du temps passé avec

la patte arriére en suspension (p<0,001) a 8 h, temps pour lequel les seuils de douleur mesurés par le

test de von Frey sont les plus bas. Ce déséquilibre pondéral n'est pas retrouvé chez les souris KO

Nav1l.9, dont les deux parametres évoqués sont significativement réduits a 8 h post-injection. Nous

n'observons aucun report de poids sur les pattes avant des animaux, quel que soit le génotype. Les

résultats du Dynamic Weight Bearing vont dans le sens des observations réalisées grace au test de von

Frey, et confirment l'implication du canal Nav1.9 dans I'hypersensibilité douloureuse mécanique

induite par une inflammation plantaire subaigué.
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Il est reconnu que des phénoménes compensatoires peuvent apparaitre chez certaines souches
d'animaux transgéniques, perturbant l'expression de genes non ciblés. Il a par exemple déja été
observé chez des souris KO Nav1.8 une augmentation de I'intensité des courants TTX-S par rapport aux
WT (Akopian et al., 1999). Nous avons donc voulu valider les résultats acquis chez la souris KO en
utilisant une approche différente, par knock-down de Nav1.9 chez le rat (Porreca et al., 1999). Ceci
consiste en 6 injections intrathécales de 12,5 ug d'ODN antisens (ou d'ODN dont la séquence n'est
spécifique d'aucun transcrit connu, appelée "mismatch", ou bien encore du véhicule seul) espacées
chacune de 12 h (voir Figure 24A). Plusieurs études ont montré que les ODN administrés par voie
intrathécale diffusaient bien au niveau des DRG avoisinant le site d'injection et ne pénétraient pas la
moelle épiniére, retenus par les méninges (Lai et al., 2002; Bourinet et al., 2005). L'efficacité de notre
traitement dans les DRG a été évaluée par immunohistochimie. L'utilisation d'un anticorps commercial
anti-Nav1.9 (Alomone #ASC-017) a permis de mettre en évidence la diminution de I'expression du
canal Nav1.9 dans les DRG L4 a L6 de maniére qualitative (voir Figure 23A-C). Cependant, un marquage
nucléaire est observé dans certaines cellules, mettant en doute la spécificité de cet anticorps. Nous
avons alors réalisé une deuxieme série de marquages en utilisant un anticorps développé a I'UMR
CNRS 6231 (clone L23, Padilla et al., 2007) qui a permis de confirmer la diminution d'expression du

canal Nav1.9 dans les DRG d'animaux ayant regu un traitement antisens.

Immunohistochimie a-Nav1.9, validation knock-down

Figure 23. Validation du knock-

véhicule mismatch antisens down chez le rat par
Eg~iing ; immunohistochimie.
A DA

> P =

{ § de 12 h. 5 h aprés la derniere
G ; injection intrathécale

Anti-Nav1.9 commercial
(Alomone #ASC-017)

marquage peroxydase et

Anti-Nav1.9 L23
(Padilla et al., 2007)

respectivement.
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Des rats ont regu 6 injections
intrathécales d'ODN antisens
(C,F), mismatch (B,E) ou de
véhicule (A,D), espacées chacune

animaux sont sacrifiés et les DRG
L4 a L6 prélevés pour
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CNRS 6231 (clone L23, Padilla et
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L'effet du traitement antisens sur les seuils de douleur de rats présentant une inflammation
plantaire subaigué est alors évalué. Avant et aprés traitement, les seuils de douleur thermique et
mécanique sont appréciés par les tests d'immersion de la patte a 46°C (voir Figure 24B) et de pression
de la patte (voir Figure 24C, test de Randall & Selitto, consistant a appliquer une pression croissante
sur la patte de I'animal jusqu'au retrait ou a la vocalisation de ce dernier). Suite a ces tests,
I'inflammation est induite par injection intraplantaire de carragénine 3%, suivie d'une nouvelle série
de tests 4 h plus tard. Nous n'observons aucune modification des seuils de douleur au chaud et a la
pression suite au traitement antisens, comme observé chez les souris KO Nav1.9. 4 h aprés induction
d'une inflammation plantaire, une hypersensibilité douloureuse est observée chez les animaux des
groupes "mismatch" et "véhicule". Chez les animaux ayant recu des antisens, cette hypersensibilité est
significativement diminuée, et méme abolie en ce qui concerne la modalité thermique. Ces résultats
nous permettent de confirmer que le canal Nav1.9 est bien lui-méme impliqué dans les phénomenes

d'hypersensibilité thermique et mécanique observés lors d'une inflammation subaigué.

A Tests Carragénine 3%

comportementaux
pré-ODN Post-ODN Post-carragénine

0 12 24 36 48 62 63 67 Temps (h)

| J

1
ODN Antisens
12,5 g i.t.

B Immersion de la patte (46°C) C Pression de la patte

= 120+ < 120-
2= o= -
=Na # =Na
_8 Cu) 801 ke _8 Cu) 80 ff:*t#*
ks 85
= o 40' = - 40
2 2>
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Figure 24. Impact du knock-down Nav1.9 sur I'hypersensibilité douloureuse inflammatoire chez le rat.

(A) Un knock-down de Nav1.9 a été réalisé chez le rat par 6 injections d'ODN antisens (12,5 pg) espacées chacune de 12 h.
Deux autres groupes d'animaux regoivent des injections d'ODN mismatch ou de véhicule en paralléle. Les animaux sont
soumis au test d'immersion de la patte a 46°C et au test de pression de la patte avant knock-down et immédiatement apres
la derniére injection d'ODN. Suite a ces derniers tests, les animaux regoivent une injection intraplantaire de carragénine 3%.
Une derniére série de tests comportementaux est enfin réalisée 4 h aprés induction de I'inflammation. Les résultats des tests
d'immersion de la patte a 46°C et de pression de la patte sont représentés en B et C, respectivement, et les valeurs sont
exprimées en pourcentages par rapport aux seuils obtenus avant les injections d'ODN. Cut-off=15s (B) et 450 g (C). **p<0,01
**%*p<0,001 vs 'Post-ODN', #p<0,05 ##<0,01 ###p<0,001 vs 'Antisens’, two way ANOVA + Student-Newman-Keuls, n=8
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1.3. Inflammation chronique (monoarthrite)

Nous avons ensuite voulu savoir dans quelle mesure le canal Navl.9 participait a
I'hypersensibilité douloureuse lors d'une pathologie inflammatoire chronique. Nous avons pour cela
choisi un modele murin de monoarthrite induite par deux injections périarticulaires de CFA
(Chillingworth et Donaldson, 2003). Ce modele a été validé par tomographie par émission de positons
suite 3 une injection intraveineuse de *®F-Fluorodésoxyglucose (voir Figure 25). L'incorporation de ce
marqueur radioactif est liée a I'activité métabolique cellulaire (consommation de glucose) et il est
admis que l'inflammation associée a une pathologie arthritique augmente sa fixation chez la souris
comme chez I'Homme (Matsui et al., 2009; Irmler et al.,, 2010). 10 jours aprés induction de la
monoarthrite chez deux souris WT, nous observons une activité métabolique environ deux fois plus
élevée au niveau de la cheville ipsilatérale qu'au niveau de la cheville controlatérale (ratios ipsi/contro
de I'activité surfacique mesurée en cpm/g : 2,15 chez l'animal n°1 ; 1,81 chez I'animal n°2).
L'inflammation ne s'est pas propagée aux autres articulations. Suite a l'induction de la monoarthrite,
nous observons également le développement d'un cedeme dont l'intensité est équivalente entre les
souris WT et KO Navl.9 (voir Figure 26). L'cedeme est maximal a 7 jours, et est toujours présent au

21°™ jour du protocole.

2% T Evolution de I'oedéme
s 6
Q
)
R
© 4
@ E
o E
'g 2 —=— +/+ patte —e— +/+ cheville
© —o— -/- patte —o— -/- cheville
o ol , , ’ , .
0 3 7 10 14 21
Temps post-induction (jours)
Figure 25. Visualisation de I'activité métabolique au niveau  Figure 26. Evolution de I'cedéme induit par Ila

de I'articulation tibio-tarsale chez la souris monoarthrite chez les souris WT et KO Nav1.9.

monoarthritique.

L'activité métabolique est évaluée par incorporation de 8.
fluorodésoxyglucose et tomographie par émission de
positons 10 jours apres induction de la monoarthrite.
L'accumulation du radiotraceur au niveau de la cheville
ipsilatérale (ici a droite) est 1,8 fois plus marquée que dans
la cheville controlatérale de I'animal (ratios de I'activité
surfacique en cpm/g). Expérience réalisée a I'UMR 990
INSERM/UdA par le Dr Elisabeth Miot-Noirault.

Le diametre de la cheville (ronds) et I'épaisseur de la patte
(carrés) enflammée sont mesurés avant et 3, 7, 10, 14 et 21
jours apres induction de la monoarthrite chez des souris WT
et KO Nav1.9. two way ANOVA, n=8
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Les animaux monoarthritiques ont été soumis au test d'immersion de la patte a 46°C (voir

éme

Figure 27). Une diminution de la latence de retrait est observée des le 3°™ jour et reste significative
jusqu'au 21°™ jour (p<0,007 de J3 a J21 chez les WT). Cette hypersensibilité douloureuse au chaud est
réduite chez les souris KO Nav1.9 aux jours 3 et 7 seulement, mais la différence globale sur toute
I'expérience reste significative si I'on consideére les aires sous la courbe (AUC). Un traitement quotidien
par injection intrapéritonéale d'indométacine (1 mg/kg) permet d'obtenir un résultat similaire a ce qui

est observé chez les souris KO, y compris sur le plan cinétique.

Immersion de la patte a 46°C

210, 0

g 8 s >
o 6. $ -40 C
9 O
g 4

5 2] - +/+ véhicule

= -~ -/~ véhicule

4 0

d 3 7 1'0 1'4 2'1 -B- +/+ indométacine
Temps post-induction (jours)

Figure 27. Effet du KO Nav1.9 sur la sensibilité thermique de souris monoarthritiques.

Des souris WT et KO Nav1.9 sont soumises au test d'immersion de la patte a 46°C avant et 3, 7, 10,
14 et 21 jours apres induction d'une monoarthrite. Un troisieme groupe de souris WT est traité par
injection intrapéritonéale quotidienne d'indométacine pendant toute la durée de I'expérience (la
premiére injection ayant lieu avant l'induction de la monoarthrite). Les deux premiers groupes
recoivent en parallele le véhicule. Les aires sous la courbe sont représentées par les barres de
données (AUC). Cut-off=15 s. *p<0,05 **p<0,01 '-/- véhicule' vs '+/+ véhicule', #p<0,05 '+/+
indométacine' vs '+/+ véhicule', two way ANOVA + Student-Newman-Keuls ; $p<0,05 vs '+/+
véhicule', one way ANOVA + Bonferroni vs '+/+ véhicule', n=8

La douleur mécanique a été évaluée par le test de von Frey mais ce test s'est révélé non
compatible avec ce modele. En effet, le foyer de l'inflammation est localisé au niveau de la cheville,
comme montré par imagerie métabolique, et pas au niveau plantaire qui est la région stimulée par le
test de von Frey. Si I'cedéme diffuse également au niveau plantaire, comme montré par la Figure 26,
nous avons plutot observé une tendance a I'hyposensibilité certainement biaisée par la difficulté des
animaux 3 solliciter I'articulation de la cheville”. Le test du Dynamic Weight Bearing permettant
|'évaluation de la douleur articulaire spontanée s'est révélé bien plus adapté au modéle de

monoarthrite.

17 .« e e , o . . .

Ce biais n'a pas été observé dans le test d'immersion de la patte. Dans ce test, la position de la souris en
contention, patte tendue, résulte en un réflexe de retrait impliquant une flexion de la hanche et du genou, alors
que l'alignement de la cheville est conservé.
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Suite a l'induction de  Dynamic Weight Bearing
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Figure 28. Impact du KO Nav1.9 sur la distribution pondérale d'animaux

monoarthritiques.

Des souris WT et KO Nav1.9 sont soumises au test du Dynamic Weight Bearing avant
et 3, 7, 10, 14 et 21 jours apres induction d'une monoarthrite. Les résultats présentés
concernent le ratio de poids controlatéral/ipsilatéral des pattes arrieres (A), le
pourcentage de temps passé avec la patte enflammée en suspension (B), et le poids
distribué sur les pattes avant ipsilatérale (C) et controlatérale (D). *p<0,05 **p<0,01
**%1p<0,001 vs '+/+', two way ANOVA + Student-Newman-Keuls, n=5

les animaux a redistribuer leur poids vers l'avant, avec une augmentation du poids appliqué sur la

patte avant ipsilatérale et, dans une moindre mesure, controlatérale (voir Figure 28A-B). La encore, le

déséquilibre observé est significativement réduit chez les souris KO Nav1.9 aux jours 7 (patte avant

ipsilatérale) et 14 (patte avant controlatérale). Les résultats comportementaux obtenus sur le modéle

monoarthrite impliquent donc également le canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire thermique et

mécanique chronique, avec une implication plus marquée pendant les phases précoces de

I'inflammation.
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2. REGULATION DU CANAL NAV1.9 PAR

L'INFLAMMATION

La transcription du géne SCN11A, codant la sous-unité Nav1.9, a tout d'abord été évaluée dans

nos modeles d'inflammation subaigué et chronique par qPCR au niveau des DRG ipsilatéraux L4 a L6,

en suivant la cinétique observée pour les expériences de comportement. Aucune variation du transcrit

Nav1.9 n'a pu étre mise en évidence dans les modeles de carragénine plantaire (a 2, 8 et 24 h) ou de

monoarthrite (3 3, 10 et 21 h, voir Figure 29A,C). Il a été montré que les niveaux d'IL-6 étaient

augmentés dans les DRG lors d'une exposition des FAP a un environnement inflammatoire (Eliav et al.,

2009; Rothman et al., 2009). Nous avons donc réalisé une quantification de I'ARNm IL-6 dans ces

mémes conditions. Dans les deux modeles nous observons une augmentation de la production

d'ARNm IL-6 (bien que plus modérée dans le modele carragénine), avec un maximum dans les phases

précoces de ces modeéles d'inflammation. Ceci est un contréle positif pour la gPCR en elle-méme, mais

aussi par rapport a la zone d'innervation des DRG prélevés.
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Figure 29. Impact de
l'inflammation sur la
transcription du canal

Nav1.9 évaluée par qPCR.
2, 8 et24 h apres injection
intraplantaire de
carragénine 3% (A-B), ou 3,
10 et 21 jours apres
induction d'une
monoarthrite (C-D) chez des
souris, les DRG L4 a L6 ont
été prélevés pour analyse
de |'expression des
transcrits Nav1.9 (A,C) et IL-
6 (B,D) par gPCR. Un groupe
de souris n'ayant regu
aucun traitement est
également représenté en
tant que jour 0. Les
quantités de  transcrit
Nav1.9 et IL-6  sont
normalisées par le géne de
référence HPRT
("Hypoxanthine-guanine
Phosphoribosyltransferase")
*p<0,05 **p<0,01
**%p<0,001 vs '0', one way
ANOVA + Bonferroni vs '0',
n=3



Contribution du canal Nav1.9 a la douleur inflammatoire
Résultats

L'expression du canal Nav1.9 au niveau protéique est ensuite évaluée par immunohistochimie. 8
h apres injection de carragénine, le marquage anti-Nav1.9 est diminué dans les DRG ipsilatéraux par
rapport aux DRG controlatéraux (voir Figure 30A,B,E). A 24 h, on observe au contraire une forte
augmentation de ce marquage dans les corps cellulaires ipsilatéraux (voir Figure 30C,D,F). La méme
observation est réalisée 16 h aprés injection de carragénine (données non présentées). La mesure du
diametre des neurones Nav1.9-positifs n'a pas mis en évidence de modification du pattern
d'expression du canal au sein des DRG (voir Figure 30G-H). Dans le modele de monoarthrite, nous
n'avons pas mis en évidence de modification de I'expression protéique du canal Nav1.9 dans les DRG,

7 et 10 jours post-inflammation (données non présentées).

Immunohistochimie a-Nav1.9, modéle carragénine (DRG)
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Figure 30. Effet de I'inflammation subaigué sur I'expression protéique du canal Nav1.9.

8 h (A,B,E,G) et 24 h (C,D,F,H) aprés injection intraplantaire de carragénine 3% chez des souris, les DRG controlatéraux
(A,C) et ipsilatéraux (B,D) sont prélevés pour immunohistochimie anti-Nav1.9. La fluorescence moyenne mesurée
chez 3 animaux différents est présentée en E et F. Les moyennes sont normalisées en fixant les valeurs controlatérales
a 100 UA. Le nombre de neurones quantifiés est indiqué dans chaque barre de donnée. En G et H sont représentées
les intensités de fluorescence individuelles des neurones en fonction de leurs diametres. Les grands ronds et carrés
noirs situent la moyenne des populations neuronales controlatérales et ipsilatérales, respectivement. Echelle = 20
pum. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs 'controlateral’, Mann & Whitney rank sum test. Figure issue de Lolignier et al.,
2011. Expérimentation réalisée avec |'aide de Frangoise Padilla, UMR CNRS 6231.
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Pour voir si ces modifications de I'expression de la sous-unité Nav1.9 au niveau des corps
cellulaires sont corrélées a une modification du transport axonal, nous avons également réalisé un
marquage anti-Nav1.9 au niveau des troncs nerveux cutanés innervant la patte enflammé. 24 h apres
injection, nous observons une augmentation qualitative du marquage Nav1.9 dans les fibres positives
pour le marqueur périphérine, spécifique des fibres C (voir Figure 31). Ces données suggerent que la
modulation de I'expression des canaux Nav1.9 au niveau somatal sous-tend une augmentation de leur
transport vers les terminaisons libres cutanées.

Immunohistochimie a-Nav1.9, modéle carragénine
(troncs nerveux cutanés)

Nav1.9

peripherin merge

Figure 31. Quantité de canaux
Navl.9 dans les nocicepteurs
cutanés innervant la patte
enflammée.
TANE . Co-marquage des protéines Navl.9
contralateral . (A,D) et périphérine (B,E) dans les
troncs nerveux cutanés de pattes
controlatérales (A-C) et ipsilatérales
(D-F) de souris, 24 h apreés injection
intraplantaire de carragénine 3%. La
superposition des deux marquages
est donnée en C et F. Echelle = 28
um. Figure issue de Lolignier et al.,
2011. Expérimentation réalisée avec
- s I'aide de Frangoise Padilla, UMR
ipsilateral . CNRS 6231.

La derniere étape de ce travail a consisté a évaluer si l'inflammation résulte en une modification
des propriétés électrophysiologiques du canal Nav1.9 dans les DRG, ou si la surexpression observée 24
h aprés injection de carragénine a un impact sur le courant Nav1.9 global (i.e. si ces canaux sont
fonctionnels). Pour cela, nous avons réalisé des enregistrements de patch clamp en cellule entiére sur
les neurones de DRG prélevés puis mis en culture 24 h apres injection de carragénine ou 7 jours apres
induction de la monoarthrite. Seuls les neurones de petite taille (respectivement 24+2 et 2312 pF)
innervant la zone enflammée ont été enregistrés grace a une injection de marqueur rétrograde (Dil)
permettant leur identification. Du fluorure a été ajouté a la solution contenue dans la pipette de patch
pour moduler positivement le canal et permettre la visualisation de son courant au fur et a mesure
que ce dernier diffuse a I'intérieur de la cellule.

Sur le modeéle d'inflammation a la carragénine, suite a une dépolarisation a -60 mV, et 1 min
apres la rupture du patch, aucun courant Nav1.9 n'est détectable dans les cellules issues d'animaux

enflammés ou témoins (ayant recu le véhicule de la carragénine). Lorsque le pic d'activité du fluorure

86



Contribution du canal Nav1.9 a la douleur inflammatoire
Résultats

est atteint (témoin : 8,9+1,0 min ; carragénine : 9,8+1,2 min ; n.s.), l'intensité du courant Nav1.9
enregistré est la méme entre la condition témoin et enflammée (témoin : -28,1+4,8 pA/pF ;
carragénine : -29,2+4,3 pA/pF ; n.s.), tout comme le seuil d'activation de Nav1.9 (témoin : -71,7+1,5
mV ; carragénine : -74,2+0,8 mV ; n.s.). Ce résultat suggeére que les canaux néosynthétisés, observés

dans les corps cellulaires 24 h apres injection de carragénine, sont non fonctionnels.

Patch clamp Nav1.9, modéle carragénine

IA A - IB -pAIpF) Figure 32. Propriétés
somv (PA)  carrageenan condition somv (‘PA/P électrophysiologiques du canal Nav1.9
Uy 407 dans les neurones de DRG d'animaux

9 2 enflammés.
30+ 24 h apres injection intraplantaire de
-2501 carragénine 3% (A-B) et 7 jours apres
20 induction d'une monoarthrite (C-D), ou
500 injection de sérum physiologique dans
104 les deux cas, les DRG innervant la patte
enflammée sont prélevés et les
-750- 0 9 12 neurones mis en culture pour le patch
0 3 6 9 12 1min peak 1min peak clamp. (A,C) Cinétique d'augmentation
time (min) saline carrageenan de l'intensité du courant Nav1.9 par le
fluorure. Le courant Nav1.9 est évoqué
Patch clamp Nav1.9, modéle monoarthrite dans un neurone de 25 pF par des
(03 D dépolarisations de 50 ms allant de -100
Lao my (NA) monoarthritis condition Lso my (-PA/PF) 1 mV (potentiel de maintiens) a -60 mV,
0+ . 45 toutes les 10 s. 4 traces de courant
a % 8 représentatives, enregistrées au long de
-0.6- b la cinétique comme indiqué, sont
30 représentées. (B,D) Courant Navl.9
1.2 moyen induit par une dépolarisation de
-60 mV, 1 min aprés rupture du patch et
1.8 15 au pic d'effet du fluorure. Le nombre de
neurones enregistrés est indiqué au-
2.4 8 1 dessus de chaque barre de donnée.
5 3 Tmin peak 1min peak Figure issue de Lolignier et al., 2011.

Expérimentations réalisées avec l'aide
de Frangois Maingret, UMR CNRS 6231.

time (min) saline monoarthritis

Un constat similaire est réalisé sur les neurones prélevés 7 jours apres induction d'une
monoarthrite. Aucun courant n'est détectable a -60 mV et 1 min aprés la rupture du patch, en
condition témoin comme monoarthritique. Au maximum de I'effet fluorure (témoin : 12,24+0,7 min ;
monoarthrite : 11,6+0,8 min ; n.s.), le courant induit par une dépolarisation a -60 mV (témoin
: -32,5%5,7 pA/pF ; monoarthrite : -40,1+6,9 pA/pF ; n.s.) ou le seuil d'activation du canal (témoin : -

73,7+0,8 mV ; monoarthrite : -75,4+0,8 mV ; n.s.) ne sont pas significativement différents.
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V. DISCUSSION & PERSPECTIVES

Dans cette premiere partie de la thése, nous montrons tout d'abord I'implication du canal
Nav1.9 dans la douleur inflammatoire aigué a chronique sur le plan comportemental. Si le canal n'est
pas impliqué dans la douleur provoquée par une stimulation thermique chaude ou mécanique, il
contribue a la douleur spontanée induite par une inflammation aigué, ainsi qu'a I'hypersensibilité
douloureuse thermique et mécanique induite par une inflammation subaigué a chronique. Dans le
modele d'inflammation subaigué, nos observations sont corrélées a une modulation de |'expression
protéique, mais non transcriptionnelle, du canal Nav1.9 dans les corps cellulaires des neurones des
DRG (diminution puis forte augmentation), ainsi qu'a une augmentation de la quantité de canaux au
niveau des terminaisons cutanées. Ceci n'est en revanche pas corrélé avec une variation des
propriétés électrophysiologiques et du courant Navl.9 dans les corps cellulaires. Au vu de ces
résultats, nous proposons qu'en réponse a une inflammation, une augmentation post-
transcriptionnelle de l'expression de canaux Navl.9 a lieu dans les DRG simultanément a une
augmentation du transport de ces canaux vers la périphérie. Les canaux néosynthétisés seraient donc
vésiculaires et non fonctionnels au niveau des corps cellulaires, et destinés a augmenter |'excitabilité

des terminaisons nerveuses, expliquant ainsi nos observations comportementales.

1. IMPLICATION DU CANAL NAV1.9 DANS LA DOULEUR
INFLAMMATOIRE

Le premier constat que nous avons réalisé est la non-participation du canal Navl.9 a la
définition des seuils de douleur chez la souris ou le rat sain, constat effectué par la majorité des
études précédentes. Concernant la sensibilité douloureuse en conditions inflammatoires, des travaux
contradictoires ont montré soit la contribution (Priest et al., 2005; Amaya et al., 2006), soit |I'absence
de contribution (Leo et al., 2010; Yu et al., 2011) du canal Nav1.9 dans I'hypersensibilité thermique au
chaud. Nous avons observé une forte implication du canal Navl.9 dans ce phénomene
d'hypersensibilité au chaud induit par une inflammation subaigué. Chez un modele d'inflammation
chronique, le role joué par le canal Nav1.9 est significatif pendant la phase précoce de l'inflammation

(jusqu'a 7-10 jours), d'autres acteurs de I'hypersensibilité semblant jouer un réle plus important lors
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de la phase tardive. Au regard de ces informations, le canal Nav1.9 serait donc plus impliqué dans le
développement que dans le maintien de I'hypersensibilité douloureuse inflammatoire.

Nous montrons également pour la premiere fois que le canal Navl.9 participe a
I'hypersensibilité mécanique, selon une cinétique reproduisant son implication dans I'hypersensibilité
thermique au chaud. Si des travaux précédents montrent une moindre hypersensibilité mécanique
chez des souris KO Nav1.9 en réponse a l'injection intraplantaire de médiateurs pro-inflammatoire
(PGE,, bradykinine ou IL-1B ; Amaya et al., 2006) ou en réponse a une inflammation colique (test de
distension colorectale, Martinez & Melgar, 2008), la contribution du canal Navl.9 n'a pas été
retrouvée dans les travaux réalisés a I'aide de modeles d'inflammation non-viscérale. Ces études ont
cependant toutes été réalisées sur le méme modele d'inflammation, induite par injection
intraplantaire de CFA, et avec le méme test de von Frey (Priest et al., 2005; Amaya et al., 2006; Leo et
al., 2010; Yu et al., 2011). La cinétique réalisée dans notre étude, la multiplicité des tests (von Frey,
Dynamic Weight Bearing) et des modeéles utilisés (subaigué et chronique), ainsi que la validation
effectuée par knock-down chez le rat nous permettent d'étre confiants dans ce résultat. Des
observation divergentes entre les modeles d'inflammation plantaire ont déja été rapportées, y
compris entre les modeéles d'inflammation a la carragénine et au CFA, considérant par exemple ['effet
du blocage des canaux P2Xs/P2K,/; (McGaraughty et al., 2003), ou d'une délétion du géne ASIC3 (Yen
et al., 2009), sur I'hypersensibilité douloureuse inflammatoire. Le choix du modéle semble donc étre
un critére important, et ceci renforce l'intérét de ne pas restreindre une étude a un seul et unique
modele animal.

Nous avons enfin montré que l'invalidation du géne codant la sous-unité Nav1.9 permettait de
réduire la douleur mécanique provoquée comme spontanée, avec un effet positif sur le déséquilibre
pondéral entrainé par une inflammation plantaire ou articulaire. L'évaluation de ce symptome parait
plus pertinente par rapport a la clinique, les douleurs articulaires étant le symptome le plus

caractéristique chez les patients souffrant d'arthrite, avec un fort impact sur la qualité de vie.

2. REGULATION DU CANAL NAV1.9 PAR
L'INFLAMMATION

Au cours de la deuxieme partie de ce travail, nous avons réalisé une étude cinétique de
I'expression et de la fonctionnalité du canal Nav1.9 dans les modeéles d'inflammation subaigué et
chronique utilisés en comportement, ceci afin de permettre une corrélation avec les données
comportementales. De nombreuses études ont montré I'augmentation, la diminution, ou encore la

stabilité de I'expression du canal Nav1.9 en conditions inflammatoires (voir Tableau 4 p. 69 pour
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rappel). Ces divergences sont un obstacle a la compréhension des mécanismes impliquant le canal
Nav1.9 dans I'hypersensibilité douloureuse inflammatoire.

Dans nos conditions expérimentales, 8 h apres injection de carragénine dans la patte de souris,
nous observons une diminution transitoire du marquage Nav1.9 dans les corps cellulaires des
neurones des DRG. Cette diminution est suivie a 16-24 h par une forte augmentation des niveaux de
protéine dans le soma des neurones. Ces variations sont de plus corrélées avec une augmentation du
marquage Nav1.9 dans les troncs nerveux cutanés, 24 h post-induction. Ces données suggerent que
|'état inflammatoire induit une augmentation du transport de canaux Nav1.9 vers les terminaisons
nerveuses, entrainant une déplétion du pool somatal de canaux. Dans un deuxieme temps, une
augmentation de la production de canaux se mettrait en place pour reconstituer ce pool et soutenir
I'accroissement du transport axonal. Aucune variation de |'expression protéique de Nav1l.9 n'a été
mise en évidence 7 et 10 jours aprés induction d'une monoarthrite, suggérant que ce mécanisme est
spécifique de l'inflammation subaigué ou qu'un équilibre entre I'export et la néosynthése de canaux
est atteint lors d'une inflammation chronique.

Le courant Navl.9 enregistré dans les neurones innervant la zone enflammée 24 h apres
injection intraplantaire de carragénine, un temps pour lequel nous avons montré une forte
augmentation de la quantité de canaux Nav1.9 dans les corps cellulaires, n'est pas modifié. Nous ne
pouvons pas exclure que cette observation soit biaisée par la mise en culture des neurones, en
présence notamment de NGF et de GDNF. Cependant le temps de culture est relativement court (3a 6
h) et seul le GDNF a montré un effet sur Nav1.9, impliquant une surexpression détectable au bout de 7
jours de culture (Fjell et al., 1999). Une autre explication possible est que les canaux néosynthétisés
sont non fonctionnels, constituant un pool vésiculaire destiné a soutenir le transport axonal observé.
Un des moyens de valider cette hypothese serait de provoquer I'exocytose de ces vésicules de
stockage dans les neurones mis en culture 24 h aprés injection intraplantaire de carragénine.
Différentes toxines (taipoxine, a-latrotoxine, B-bungarotoxine...) permettent de déclencher la fusion
des vésicules avec la membrane cytoplasmique (Fathi H et al.,, 2001; Tedesco et al., 2009). Une
stimulation électrique de 10 Hz pendant 5 min est également efficace pour provoquer I'exocytose de
larges vésicules a noyaux denses, au sein desquelles ont été identifié un grand nombre de protéines
membranaires dont plusieurs sous-types de canaux ioniques (Zhao et al., 2011). Ces méthodes ont
pour point commun d'induire un influx d'ions Ca** responsable de I'activation de la PLA, ou encore de
la PKC. Ceci pourrait représenter un biais via une action directe sur les canaux déja présents a la

membrane. L'effet de I'insertion de nouveaux canaux a la membrane devra donc étre distingué de
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l'effet direct d'un influx de Ca®* par I'utilisation de toxine botulique ou tétanique’®. Ces toxines sont
classiquement utilisées pour bloquer I'exocytose de vésicules de neurotransmetteurs, mais un blocage
de l'insertion de nouveaux canaux ioniques a la membrane a aussi été montré (Saxena et al., 2006;
Tatsukawa et al., 2006; Schmidt et al., 2009). L'utilisation d'une telle toxine permettrait d'obtenir en
patch clamp des enregistrements du courant Nav1.9 dans 3 conditions différentes (voir Figure 33) :
neurones non stimulés (pas d'effet Ca®* direct, ni d'exocytose), neurones stimulés (effet Ca** direct +
exocytose) et neurones stimulés + toxine (effet Ca®* direct seul) ; ce qui permettrai de déduire la part
que représente |'exocytose de canaux dans I'augmentation de courant potentiellement observable. La
présence de canaux Navl.9 dans ces vésicules d'exocytose devrait également étre observée de
maniere plus directe, par microscopie électronique ou par western blot sur des extraits vésiculaires
(isolés par centrifugation différentielle). L'existence d'anticorps de qualité dirigés contre Nav1.9 reste
un obstacle a cela. Seul l'anticorps généré a I'UMR CNRS 6231 a permis d'obtenir un résultat
satisfaisant en immunohistochimie, et aucun anticorps n'a permis I'observation d'un marquage

spécifique et reproductible en western blot, malgré de nombreuses conditions expérimentales

testées.
10Hz
W
imulé il stimulé
non stimule stimule + toxine botulique
I—GOmV IMmV _Ei:f_EE """""" ‘lq;nﬁ..g -
exocytose Effet exocytose
etCa® Effet Ca2*

Figure 33. Expérience proposée pour I'évaluation du pool vésiculaire de canaux Nav1.9 dans des neurones en culture.
Le courant enregistré en patch clamp dans chaque condition est arbitrairement représenté par les histogrammes. Les points
bleus représentent les canaux Nav1.9 vésiculaires ou a la membrane (cercle orange).

¥ Inhibiteurs de la fusion vésiculaire par clivage de la Protéine Membranaire Associée aux Vésicules VAMP-2,
indispensable a la formation du complexe d'attachement a la membrane cytoplasmique.
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Nos résultats nous permettent de proposer un modele de régulation du canal Nav1.9 en deux
temps (voir Figure 34, premier temps n°2 et deuxiéme temps n°3, 4 et 5). Tout d'abord, une
modulation trés rapide des canaux Nav1.9 doit exister a la périphérie. En effet, suite a une injection
intraplantaire de formol nous observons I'implication du canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire
aigué des 10-15 min. Fumimasa Amaya et al. (2006) montrent quant a eux que le canal Nav1.9 est
impliqué dans I'hypersensibilité induite par la PGE, intraplantaire dés 15 min. Deux arguments
appuient cette idée de modulation rapide : le fait que des canaux Nav1.9 soient présents au niveau
des terminaisons libres nociceptives en conditions physiologiques (Padilla et al., 2007; Persson et al.,
2010), et les études électrophysiologiques montrant une augmentation du courant Nav1.9 suite a
|'activation de voies de signalisation en aval des RCPG, possiblement via un mécanisme nécessitant
I'activation de la PKC (Baker et al., 2003; Rush et Waxman, 2004; Baker, 2005; Maingret et al., 2008;
Ostman et al., 2008). Nous avons réalisé des injections intraplantaires d'activateurs directs de la PKA
(8-Br-AMPc, Pinto et al., 2008) ou de la PKC (Phorbol-12,myristate-13,acétate, Bolcskei et al., 2005)
chez des souris WT et KO Nav1.9 dans le but de valider ce mécanisme, mais aucune différence en
terme de douleur spontanée n'a pu étre observée entre les deux génotypes. Ceci pourrait étre di au
fait qu'une modulation positive du canal Nav1.9 requiert I'activation concomitante de plusieurs voies
de signalisation différentes, comme observé in vitro (Maingret et al., 2008). L'activation simultanée
des deux voies pourra étre réalisée en perspective de ce travail pour valider cette hypotheése.

Suite a ce phénomeéne rapide, un deuxieme type de régulation serait mis en place, impliquant
une augmentation de I'export de canaux Nav1.9 vers la périphérie soutenue par une surexpression de
ces derniers. Ceci aurait pour conséquence I'augmentation de |'excitabilité des terminaisons nerveuses
via l'augmentation du nombre de canaux présents a la membrane (et donc du courant global produit)
en plus d'une modulation positive des canaux par les médiateurs de l'inflammation, comme montré
par le travail de Frangois Maingret et al. (2008).

Enfin, la surexpression protéique de Navl.9 mise en évidence dans les DRG n'est pas corrélée
avec une surexpression de son transcrit, ce qui montrerait que le canal Nav1.9 serait soumis a une
régulation post-transcriptionnelle en contexte inflammatoire. Ce type de mécanisme a déja été
montré pour d'autres canaux, a commencer par le canal Navl.8 dont la protéine seule se trouve
augmentée suite a une inflammation du colon (King et al., 2009). Apreés induction d'une inflammation
plantaire par injection de CFA, le canal TRPV1 est également exporté de maniere unilatérale en
direction des terminaisons libres, et ce mécanisme est soutenu par une surexpression de type post-
transcriptionnelle du canal au niveau des corps cellulaires (Ji et al., 2002). Ce type de régulation peut

étre dd a une augmentation de la stabilité de 'ARNm, comme montré avec le canal Navl.7 (Wada et
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al., 2004), ou a une augmentation de la traduction médiée par différentes protéines liant I'ARN,

comme montré avec les canaux ENaC (Epithelial Na Channels, Perlewitz et al., 2010).
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Figure 34. Modeéle de régulation des canaux Nav1.9 par l'inflammation.

L'explosion jaune représente le milieu inflammatoire. Les signes rouges indiquent I'évolution de la quantité de
canaux Nav1.9 par rapport a la condition physiologique.
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3. PERSPECTIVES

Dans des travaux en cours de publication (Gaudioso-Tyzra et al.), I'équipe de Patrick Delmas a
montré qu'une toxine chimérique issue de la fusion entre une neurotoxine de scorpion et un
antifongique de drosophile, la drosotoxine, pouvait déplacer la dépendance au voltage du canal
Nav1.9 vers des valeurs plus négatives, et ce de maniére trés spécifique. Cette toxine facilite en
conséquence l'activation des canaux Nav1.9, mais également leurs propriétés d'inactivation rapide et
lente, résultant en une importante diminution de la conductance globale au bout de 1 a 2 min.
Injectée pas voie systémique chez la souris, la drosotoxine n'induit pas de modification des seuils de
douleur au chaud ou a la pression, ni d'effets secondaires locomoteurs. Elle permet en revanche de
réduire I'hypersensibilité douloureuse thermique et mécanique induite par injection intraplantaire de
carragénine, reproduisant nos observations chez les souris KO Nav1.9. La drosotoxine, dont I'efficacité
a été montrée sur les canaux Nav1.9 de rat et de souris, pourrait devenir un outil pharmacologique
tres intéressant si son efficacité est avérée sur le canal humain. Le clonage de la sous-unité hNav1.9 en
systeme hétérologue ne permet pas l'obtention d'un canal fonctionnel, mais I'équipe de Johan
Ostman et al. (2008) a réussi a rétablir le courant Nav1.9 chez des souris Nav1.97" transfectées avec la
sous-unité humaine, montrant certainement l'importance des partenaires protéiques du canal pour
son fonctionnement et/ou son adressage cellulaire. Si la drosotoxine est capable de moduler les
propriétés d'activation et d'inactivation de l'isoforme humaine de Nav1.9 dans un tel systeme, une
transition vers la clinique serait alors possible, avec des débouchés potentiels pour le traitement des

douleurs inflammatoires chez I'Homme.
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Abstract

Inflammation is known to be responsible for the sensitization of peripheral sensory neurons, leading to spontaneous pain
and invalidating pain hypersensitivity. Given its role in regulating neuronal excitability, the voltage-gated Nav1.9 channel is
a potential target for the treatment of pathological pain, but its implication in inflammatory pain is yet not fully described.
In the present study, we examined the role of the Nav1.9 channel in acute, subacute and chronic inflammatory pain using
Nav1.9-null mice and Nav1.9 knock-down rats. In mice we found that, although the Nav1.9 channel does not contribute to
basal pain thresholds, it plays an important role in heat pain hypersensitivity induced by subacute paw inflammation
(intraplantar carrageenan) and chronic ankle inflammation (complete Freund's adjuvant-induced monoarthritis). We showed
for the first time that Nav1.9 also contributes to mechanical hypersensitivity in both models, as assessed using von Frey and
dynamic weight bearing tests. Consistently, antisense-based Nav1.9 gene silencing in rats reduced carrageenan-induced
heat and mechanical pain hypersensitivity. While no changes in Nav1.9 mRNA levels were detected in dorsal root ganglia
(DRGs) during subacute and chronic inflammation, a significant increase in Nav1.9 immunoreactivity was observed in
ipsilateral DRGs 24 hours following carrageenan injection. This was correlated with an increase in Nav1.9 immunolabeling in
nerve fibers surrounding the inflamed area. No change in Nav1.9 current density could be detected in the soma of
retrolabeled DRG neurons innervating inflamed tissues, suggesting that newly produced channels may be non-functional at
this level and rather contribute to the observed increase in axonal transport. Our results provide evidence that Nav1.9 plays
a crucial role in the generation of heat and mechanical pain hypersensitivity, both in subacute and chronic inflammatory
pain models, and bring new elements for the understanding of its regulation in those models.
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Introduction

Acute or chronic pathological tissue inflammation strongly
impacts on pain perception by sensitizing peripheral sensory
neurons, giving rise to local and incapacitating pain hypersensitivity.
Inflammatory mediators are known to enhance nociceptive primary
afferent fibers excitability, in part by modifying expression and/or
function of ionic channels present in nerve endings [1]. Voltage-
gated sodium channels (VGSCs) play a fundamental role in
neuronal excitability as they are directly responsible for initiation
and propagation of action potentials, and their implication in
different chronic pain disorders, including inflammatory pain, is
relatively well established [2]. Among the 10 VGSC isoforms, two
tetrodotoxin-resistant (1"I'’X-R) channels, Nav1.8 and Navl.9, are
almost exclusively expressed in nociceptors, consistently with a

@ PLoS ONE | www.plosone.org

specific involvement in nociceptive pathways [3,4,5,6]. Nav1.8 has
been shown to generate a slowly-inactivating sodium current with a
relatively depolarized activation threshold, underlying the depolar-
izing phase of action potential in C-type fibers [7,8,9]. Several
knock-down and knock-out studies have clearly demonstrated its
contribution to pain hypersensitivity in both neuropathic and
mflammatory models [10,11,12,13,14]. More recentdy, a link
between Navl.9 channel and inflammatory pain hypersensitivity
has also been established [15,16].

Navl.9 channel shows atypical properties. Its voltage-dependent
activation Is shifted to hyperpolarized potentials compared to
Navl.8 and TTX-sensitive channels [17], and its activation and
inactivation curves are widely overlapping around the resting
potential, enabling it to produce a persistent sodium current
component [18,19]. Moreover, its slow activation kinetics argues
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against a contribution of Navl1.9 to the depolarizing phase of the
action potential [18,9]. Therefore, it has been initially proposed
that Nav1.9 channel could rather contribute to the setting of the
excitability of nociceptive sensory neurons by modulating both
resting potential and response to subthreshold stimuli [20]. More
recently, it has been shown that inflammatory soup-triggered up-
regulation of Navl.9 current increased the excitability of DRG
neurons by generating long-lasting plateau depolarization and
burst firing [21]. Other studies performed using different
inflammatory protagonists such as prostaglandin E2, protein
kinase C or G-proteins, also highlighted the link between
inflammatory pathways and Navl.9-mediated increase in the
excitability of nociceptors [22,23,24,25].

This is consistent with the first behavioral observations made on
Navl.9-null mice [15,16]. Knock-out mice did not show any
modification of their normal pain thresholds while both heat and
pressure hypersensitivities in response to intraplantar injections of
inflammatory mediators (prostaglandin E2, bradykinin or inter-
leukin-1f) were reduced. However, results obtained with inflam-
matory models remain to be completed and clarified as strong
discrepancies exist. Indeed, deletion of Nav1.9 was shown to either
diminish  [15,16] or have no effect [26] on thermal pain
hypersensitivity produced by carrageenan or complete Freund
adjuvant (CFA) injections, and the reduction of mechanical
hypersensitivity observed in Navl.9 /" mice in response to
inflammatory mediators was not confirmed in the CFA-induced
paw inflammation model [15,16,26] that is the only one tested
until now. Furthermore, whether Navl.9 expression is modified
during inflammation is also still unclear, as conflicting results have
been published in different models, or at different time-points
following inflammation, showing either increased [5,16,27] or
stable [28,29] Navl.9 expression.

As to settle those issues, we first performed a time-course study
ol Navl.9 mvolvement in thermal and mechanical pain hyper-
sensitivity, using both subacute and chronic (monoarthritis)
inflammatory pain models in Nav1.9 knock-out mice. Mechanical
pain was not only assessed by von Frey or paw pressure tests, but
also using a newly developed weight bearing test in freely moving
animals. To reinforce the robustness of the behavioral results
obtained with Nav1.9 knock-out mice, we performed a knock-
down study in inflamed rats. Behavioral data were then correlated
with  molecular and electrophysiological analysis of Navl.9
regulation in the same inflammatory pain models to allow an
overall comprehension of the role played by this channel in pain
hypersensitivity along the time-course of inflammation.

We first confirmed that healthy Navl.9-null mice have no
modified heat and pressure pain thresholds, Then we showed that
the channel is involved in both heat and mechanical pain
hypersensitivity during subacute inflammation, and in the carly
phase of monoarthritis development. Similar observations were
performed in the subacute inflammatory model using knock-down
strategy in rats. Behavioral results were not correlated with
changes in the channel transcription, but rather with variations of
protein levels in DRG cell bodies and with an increase in Navl.9
transport to the nerve endings surrounding the site of inflamma-
tion. No modulation of Nav1.9 current was detected in the soma of
neurons innervating the inflamed zone, suggesting that the newly
produced channels are non-lunctional at the cell body level.

Results

Reduction of acute inflammatory pain in Nav1.9 '~ mice
Formalin test was performed to assess acute inflammatory pain
in this Nav.9™"" mouse strain (Fig. 1). Following intraplantar
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formalin injection, mice painful behavior, characterized by the
licking or biting of the injected paw, was monitored during the two
typical phases of the test (0 to 5 min and 10 to 45 min). During the
first and non-inflammatory phase, Nav1.9™"~ mice and wild-type
(WT) littermates exhibited similar spontaneous pain-related
behavior. In contrast, we observed a strong diminution in the
paw licking time in Nav1.9 knock-out mice during the second and
inflammatory phase of the test, which confirms the role played by
Navl.9 in acute inflammatory pain [13].

Involvement of Nav1.9 in heat and mechanical pain
hypersensitivity induced by subacute inflammation

We evaluated the contribution of Nav1.9 channels to mechan-
ical and heat pain hypersensitivity in the carrageenan subacute
paw inflammation model. Mice were subjected to different
thermal and mechanical pain tests over a 24 h period following
mtraplantar carrageenan. The intensity of the inflammatory
reaction was evaluated in Navl.9™"" and WT mouse strains by
measuring the induced edema. No dillerence in paw swelling was
observed between strains (see supplementary Fig. S1A). Heat pain
threshold was evaluated by paw withdrawal latency alier
immersion in a 46°C water bath (Fig. 2A). Basal responses to
noxious heat were identical between the two mouse strains, but
[ollowing intraplantar carrageenan WT mice developed a strong
hypersensitive phenotype (p=0.003 from 2 to 24 h) that was
significantly reduced in Nav1,9”"™ mice at all times post-injection,

Similarly, carrageenan injection induced a subacute mechanical
hypersensitivity in WT mice (p=0.003 from 2 to 24 h) which was
significantly reduced in Navl.9™" mice 6 and 8 h post-injection
(Iig. 2B). To confirm the lower hypersensitivity in Nav1.9 knock-
out mice, we performed a dynamic evaluation of the weight
bearing ol animals on their 4 limbs over a 5 min period. Eight
hours following carrageenan injection, a slight increase in contra/
ipsilateral weight ratio (Fig. 2C), as well as a strong increase in
inflamed hindpaw lifting time (Fig. 2D), were observed in WT'
mice (p=0.014 and p<<0.001, respectively). The weight applied on
the forepaws was not affected (Fig. 2E-F). In Nav1.9 knock-out
mice, no such weight imbalance or postural alteration was
detected (p=0.247 for contra/ipsilateral weight ratio, p=0.883
for paw lifting time) and a significant difference between the two
strains was also found 8 h post-injection. Taken together, these
data demonstrate the involvement of Nav1.9 in mechanical pain
hypersensitivity in a subacute model of paw inflammation.

Compensatory mechanisms may occur in knock-out strains,
leading to changes in the expression of non-targeted genes, as
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Figure 1. Nav1.9 knock-out mice behavioral response to
intraplantar formalin injection. Following intraplantar formalin,
the time spent licking/biting the injected paw is monitored during
45 min in Nav1.9"" (n=9) and Nav19 /"~ (n=8) mice. Data were
summed for the two typical phases of the test. Phase I: 0 to 5 min.
Phase II: 10 to 45 min. ##p<<0.01 vs +/+, Student’s unpaired t-test.
doi:10.1371/journal.pone.0023083.g001
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Figure 2. Nav1.9 knock-out mice pain sensitivity and weight
imbalance following carrageenan intraplantar injection. Fol-
lowing intraplantar carrageenan, heat and mechanical pain sensitivity of
Nav1.9"* and Nav1.9 /  mice was assessed over 24 h using 46°C paw
immersion test (A, n=9), von Frey test (B, n=9), and dynamic weight
bearing test (C-F, n=5). The ipsi/contralateral hindpaw weight ratio is
shown in C and the ipsilateral paw lifting time in D. The mean weights
applied on ipsilateral and contralateral forepaws are also shown in E
and F, respectively. *p<<0.05, **p<<0.01, ***p<<0.001 vs +/+, two way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls all pairwise multiple
comparison test,

doi:10.1371/journal.pone.0023083.9002

previously shown in Navl.8~/" mice in which an increase in
TTX-sensitive current density has been observed [11]. To prevent
any misinterpretation of the results obtained with Navl.97/~
mice, we assessed behavioral reactions to noxious stimuli in
Nav1.9 knock-down rats following carrageenan paw inflammation.
This consisted in intrathecal injections of antisense oligodeoxynu-
cleotides (ODN) complementary to Nav1.9 transcript twice a day
during 3 days. Navl.9 down-regulation by antisense ODN,
together with the lack of effect of a mismatch ODN or saline
injection, were validated in L5 DRGs by immunohistochemistry
(Fig. 3A-C)). Following Nav1.9 antisense treatment, no difference
was found in heat and mechanical pain thresholds (Fig. 3D-E).
Paw inflammation was then induced by intraplantar carrageenan
injection. This lowered heat and mechanical pain thresholds of
rats, but the observed hypersensitivity was significantly reduced in
the Navl.9-antisense treated group for both tests. These data
confirm the involvement of Nav1.9 channel in inflammatory pain
hypersensitivity, whatever the sensory modality tested.

We then performed a time course study of Navl.9 transcript
and protein expression in L4 to L6 DRGs by quantitative R'T-
PCR and immunohistochemistry, respectively. No variation in
Navl.9 transcript level was found at any time post-carrageenan

‘_:@', PLoS ONE | www.plosone.org
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(Fig. 4A). IL-6 transcript was asscssed as a positive control, and a
two fold increase was detected in ipsilateral DRGs 2 h following
carrageenan injection (Fig. 4B). A slight decrease (around 15%) of
Navl.9 immunolabeling was observed 8 h after carrageenan
injection in ipsilateral neurons compared to contralateral ones
(Fig. 5A-B,E). Such a decrease is significant in every tested animal
and was not observed in saline injected animals at the same time
point (data not shown). 24 h after injection, Nav1.9 immunolabel-
ing was increased in ipsilateral DRG neurons compared to
contralateral ones (Fig. 5C-D,F). Increase in Navl.9 immunola-
beling was already detectable 16 h post-injection (data not shown).
We then assessed the size of Navl.9-positive neurons since some
pathological processes have already been reported to induce
Navl.9 expression in larger DRG neurons [30]. The distribution
of Navl.9 labeling intensity plotted against the size of neurons did
not show any diflerence at any time point tested between contra
and ipsilateral DRG, as illustrated in Iig. 5G-H. To test whether
the transient decrease in Navl.9 protein level in DRG neuron
somata resulted in an increase in Navl.9 transport to peripheral
nerve endings, we searched for an accumulation of Nav1.9 protein
in inflamed territories. As it is nearly impossible to have an
exhaustive quantification of Navl.9 protein level in sensory
endings within the epidermis, we rather looked at small nerve
trunks in the vicinity of the epidermis. Such trunks correspond to
very distal part of the sensory fibers and were identified by the
peripherin marker (Iig. 6B,E). Twenty-four hours after carra-
geenan injection, a marked accumulation of Navl.9 protein was
observed in nerve trunks surrounding the inflamed skin (Fig. 6).

Finally, we investigated whether Nav1.9 current was potentiated
in the carrageenan subacute inflammation model. T'o this aim,
24 h following intraplantar carrageenan injection we performed
whole-cell patch clamp recordings from cultured small DRG
neurons (24£2 pF, n=21) that were innervating the inflamed
zone, as seen by retrograde labeling with the fluorescent dye Dil
that was previously mjected intraplantarly. Navl.9 current is
typically recorded at a test potential of —60 mV using fluoride in
the pipette solution [18,19]. Under these experimental conditions,
little if any Navl.9 channel activity could be detectable
immediately after achieving the whole cell configuration. The
Navl.9 current developed as fluoride diffuses into the cell. In
carrageenan  condition, no Navl.9 current was detectable at
—60 mV, | min after the rupture of the membrane. However, as
fluoride diffuses, Navl.9 currents could be recorded within
minutes (time to peak: 9.821.2 min, n=12, Fig. 7A). This up-
regulation of Nav1.9 by fluoride was thereafter compared to the
control condition (i.e. saline injected-mice). As in the carrageenan
condition, Navl.9 current was first not detectable at —60 mV,
I min after achieving the whole cell configuration, but was up-
regulated by internal fluoride within minutes (time to peak:
8.9%1.0 min, n=9, Fig. 7B). Neither the current amplitude
measured at  —60 mV  (—28.1£4.8 pA/pF, n=9 s
—29.2+4.3 pA/pF, n=12) nor the current activation threshold
(=71.7£1.5 mV, n=9 vs —74.2£0.8 mV, n=12) were signifi-
cantly dillerent between saline and carrageenan conditions,
respectively, suggesting that the observed mcrease in Navl.9
expression in cell bodies 24 h following carrageenan injection
mvolves non-functional channels.

Involvement of Nav1.9 in chronic inflammatory pain in
monoarthritic mice

To assess whether Navl.9 channel also contributes to chronic
inflammatory pain, we performed a time-course study of Nav] 977"
and WT mice pain thresholds following monoarthritis induction by
two peri-articular CFA injections on either side of the left ankle.
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Figure 3. Rats pain sensitivity following Nav1.9 antisense treatment and intraplantar carrageenan injection. Nav1.9 immunolabeling
on L5 DRGs from rats treated intrathecally with saline (A), mismatch ODN (B) and antisense ODN (C) for 3 days. Heat (D) and mechanical (E) pain
thresholds of rats (n=8) are evaluated by 46°C paw immersion and paw pressure tests, respectively, before and 4 h after carrageenan intraplantar
injection. Pain thresholds are given as percentage from pre-ODN baseline. **p<<0.01, **p<<0.001 vs ‘Post-ODN’ ; #p<0.05, ##p<0.01,
#44#p<0.001 vs ‘Antisense’, two way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls all pairwise multiple comparison test. Scale bar 20 um.

doi:10.1371/journal.pone.0023083.g003

Ankle swelling did not differ between the two mouse strains (sce
supplementary Iig. S1B). As for the intraplantar carrageenan model,
heat pain threshold was evaluated by paw immersion test in a 46°C
water bath, up to the ankle. This model resulted in a swong
hypersensitivity to heat, characterized by the reduction of paw
withdrawal latencies from day 3 to day 21 in WT animals (p=0.007,
Iig. 8A). A significant reduction in heat hypersensitivity was
observed in Navl.9™"" mice compared to the WT strain from
day 3 to day 7, similarly to what we obtained in WT mice treated by
daily intraperitoneal indomethacin injections (data not shown).
Mechanical pain, traduced by ankle incapacitance, was also
evaluated using the dynamic weight bearing. In WT mice, we
observed a strong increase in contra/ipsilateral weight ratio
(p<<0.001 at day 7 only, Fig. 8B) as well as in inflamed hindpaw
lifting time (p<<0.001 from day 3 to 14, non-significant at day 21,
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Figure 4, Nav1.9 and IL-6 mRNA expression in mouse lumbar
DRGs following intraplantar carrageenan. Quantitative PCR
performed on Nav1.9 (A) and IL-6 (B) transcripts in L4 to L6 ipsilateral
DRGs of mice following intraplantar carrageenan (n=3). Results are
given normalized to HPRT transcript levels. *p<<0.05 vs ‘0", one-way
ANOVA followed by Bonferroni multiple comparisons versus control
group.

doi:10.1371/journal.pone.0023083.g004

BJ). PLoS ONE | www.plosone.org

Iig. 8C), with an acme 7 days [ollowing monoarthritis induction.
Anteroposterior weight balance was also aftected as a strong increase
in ipsilateral (p=0.007 from day 3 to 21, Iig. 8D) and to a less extent
contralateral (p=0.050 at days 3, 10, 14 and 21, Fig. 8E) forepaws
weight could be detected, with a peak at day 7 and day 14,
respectively. All these observations were also made on Nav1.9 knock-
out mice, but a significant reduction in the phenotype intensity was
observed at day 7 for the ipsi/contralateral weight ratio, the inflamed
paw lifting time and the ipsilateral forepaw weight, and at day 14
concerning the contralateral forepaw. Taken together, these data
show that Nav1.9 channels contribute o heat as well as mechanical
arthritic pain.

In this model, quantitative RT-PCR on L4 to L6 DRGs did not
show any variation in Nav1.9 transcript level from day 0 to day 21
(Fig. 9A) whereas 1L-6 transcript, used as a positive control, was
significantly increased from day 3 to 21 (Fig. 9B). Seven and ten
days following monoarthritis induction, no significant change in
Nav1.9 immunolabeling was detected in ipsilateral DRG neurons
compared to contralateral neurons (data not shown).

We finally investigated whether Nav1.9 channel activity was
modulated m the monoarthritic chronic inflammation model. We
performed the same experiments as with the carrageenan model,
i.e. whole-cell patch clamp recordings from cultured small DRG
neurons (232 pF, n=19) removed [rom animals 7 days [ollowing
monoarthritis induction. Only cells stained by retrograde labeling
with the fluorescent dye Dil (injected around the tibio-tarsal joint)
were considered. In monoarthritis condition, no Nav1.9 current is
detectable, at —60 mV, | min after the rupture of the membrane.
After several minutes (time to peak: 11.6F0.8 min, n=11),
Navl.9 current was up-regulated by internal fluoride (Fig. 10A)
with a mean current amplitude measured at —60 mV  of
—40.1£6.9 pA/pF (n=11) and a current activation threshold of
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Figure 5. Modulation of Nav1.9 protein level in sensory neuron cell body during carrageenan induced inflammation. Nav1.9
immunolabeling of ipsilateral and contralateral DRG sections from animals, 8 h (A-B) and 24 h (C-D) following injection of 3% carrageenan. Mean
fluorescence intensities of ipsilateral and contralateral neurons from 3 different animals are shown in Eand F, 8 h and 24 h post-injection, respectively
(exact numbers of neurons quantified is indicated in each bar). To better compare fluorescence intensities, mean grey values were normalized setting
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and contralateral (black circles) DRGs and plotted into graphs (G-H). Large black square and circle in each graph represent the mean =+ SEM intensity/
diameter coordinates of ipsilateral and contralateral neurons populations, respectively. Scale bar 20 um. *p<<0.05, **p<<0.01, **p<<0.001 vs

‘contralateral’, Mann and Whitney rank test.
doi:10.1371/journal.pone.0023083.g005

—75420.8 mV (n=11). In control condition, Nav1.9 current was
also undetectable, at —60 mV, | min after achieving the whole
cell conliguration (Iig. 10B) and then reached a maximum
amplitude at —60 mV of —32.5£5.7 pA/pF’ (n=8) within
12.2+0.7 min  (n=8). Navl.9
—73.720.8 mV (n=8) in control condition, which was undistin-

activation  threshold — was

guishable from the activaton threshold measured in the mono-
arthritis condition.

'_:', PLoS ONE | www.plosone.org

Discussion

In the present study, we investigated whether Nav1.9 channel
contributes to acute, subacute and chronic inflammatory pain in
mice and rats using knock-out and knock-down strategies,
respectively. We showed that whercas Navl.9 is not involved in
basal pain thresholds, it plays an important role in acute

inflammatory pain, as well as in both mechanical and heat pain
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Figure 6. Modulation of Nav1.9 protein level in cutaneous sensory fibers innervating the carrageenan-inflamed paw. Co-labeling of
Nav1.9 (A, D) and peripherin (B, E) in small cutaneous nerve trunks in contralateral (A-C) and ipsilateral (D-F) paw skin 24 h after intraplantar
carrageenan injection. Merge images are shown in C and F. Scale bar 28 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0023083.g006

hypersensitivities produced by subacute paw and chronic joint
inflammation. In the subacute inflammatory pain model, these
hehavioral observations were correlated with post-transcriptional
modulations of Navl1.9 expression in DRG cell bodies, and with a
strong upregulation of the protein in the peripheral nerve trunks.
Furthermore, at a time where Nav1.9 was strongly overexpressed
in DRG cell bodies, no Navl.9 current increase could be detected,
suggesting that the newly produced channels are non-functional
and rather mtended to be exported to nerve terminals.

The relationship between Navl.9 and inflammatory pain has
previously been pointed out by diflerent studies, but this is the first
time that one correlates behavioral, molecular and electrophysi-
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Figure 7. Nav1.9 current properties in the carrageenan-
induced paw inflammation model. (A) Time-course of Nav1.9
current up-regulation induced by dialysis of fluoride in the carrageenan
condition. Nav1.9 currents are evoked in a DRG neuron (25 pF) by
50 ms-depolarizing steps from —100 to —60 mV every 10 s. The inset
shows representative Nav1.9 currents recorded during the time course
of the experiment (as indicated). (B) Mean Nav1.9 current evoked at
—60 mV 1 min after patch rupturing and at the peak of the up-
regulation by internal fluoride. The experiments were performed in DRG
neurons from mice injected either with saline (control condition, left
panel) or carrageenan (inflammatory condition, right panel). The
number of cells analyzed is shown on the top of each chart.
doi:10.1371/journal.pone.0023083.9g007
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ological data on the same inflammatory models, with time-course
monitoring. These previous studies also brought out some
discrepancies that needed to be clarified. Firstly, heat hypersen-
sitivity induced by intraplantar carrageenan [15,26] or CIA
[13,16,26] have been reported to be either reduced [15,16] or
unaffected [26] in Nav1.9-null mice. Our results show that Nav1.9
shold
following carrageenan injection. In the chronic monoarthritis
model, Navl].9 invalidation also weakened heat hypersensitivity
phenotype, but mostly during the first week of monitoring. Those

is involved in the decrease in inflammatory heat pain thr

results confirm the role of Navl.9 channel in establishing
inflammatory heat pain hypersensitivity, and to a lower extent,
in its maintenance.

On the other hand, it has previously been shown that Navl.9
was not involved in inflammatory mechanical hypersensitivity
following intraplantar CFA [15,16,26]. However, this has never
been ass

sed using a different inflammatory pain model, with the
exception  of colorectal  distention  following colonic  TLR7
activation [31]. In this last study, Navl.9 knock-out mice
presented a reduction of visceral hypersensitivity to mechanical
stimulation.  Furthermore, a reduction of mechanical pain
hypersensitivity induced by intraplantar injections of inflammatory
mediators (prostaglandin E2, bradykinin or interleukin-1p) has
been observed in Navl.9 ’ mice [16]. The role played by
Navl.9 m mechanical hypersensitivity driven by mflammation 1s
therefore far [rom clear and further exploration was needed.
Following intraplantar carrageenan injection, our Navl.9™ "~
mice exhibited reduced mechanical hypersensitivity compared to
WT littermates. This phenotype, observed with the von Frey test
also used in the previously cited studies [15,16,26], was confirmed
with the use of a new operator-independent dynamic weight
bearing test. Morcover, our data are supported by the reduction of
carrageenan-induced mechanical hypersensitivity observed in
Navl.9 knock-down rats. Finally, we observed a decrease
weight imbalance in monoarthritic knock-out mice, showing that
Nav1.9 invalidation is also able to reduce chronic joint pain and
the resultant posture impairment. The negative results previously
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Figure 8. Pain assessment in Nav1.9 knock-out mice following monoarthritis induction. Heat and mechanical pain sensitivity was
assessed in Nav1.9"" and Nav1.9 /" mice (n=8) over 21 days following monoarthritis induction using 46°C paw immersion test up to the ankle (A)
and dynamic weight bearing (B-E). Animals were injected in the left ankle. The ipsi/contralateral hindpaw weight ratio is shown in C and the
ipsilateral paw lifting time in D. The mean weights applied on ipsilateral and contralateral forepaws are also shown in E and F, respectively. *p<<0.05,
*#*p<<0.01, ***p<<0.001 vs +/+, two way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls all pairwise multiple comparison test.

doi:10.1371/journal.pone.0023083.g008

published on mechanical hypersensitivity [15,16,26] may be
inherent to the intraplantar CFA model. Such discrepancies
between inflammatory models have alrcady been reported
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Figure 9. Nav1.9 and IL-6 mRNA expression in mouse lumbar
DRGs following monoarthritis induction. Quantitative PCR per-
formed on Nav1.9 (A) and IL-6 (B) transcripts in L4 to L6 ipsilateral DRGs
of mice following monoarthritis induction (n=3). Results are given
normalized to HPRT transcript levels. *p<<0.05, **p<0.001 vs ‘0’, one-
way ANOVA followed by Bonferroni multiple comparisons versus
control group.

doi:10.1371/journal.pone.0023083.g009
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between carrageenan and CFA for example, considering either
the efficiency of pharmacological P2X;/P2X,,; receptors inhibi-
tion [32], or ASIC3 gene deletion [29], on pain hypersensitivity.
Although we could not generalize our conclusions to all the
existing mnflammatory pain models, taken together our behavioral
data give numerous and strong evidences that Nav1.9 participates
in lowering heat as well as mechanical pain thresholds during
inflammatory states.

In the second part of this study, we assessed Navl.9 expression
in both carrageenan and monoarthritis pain models, as many
different studies have reported increased, decrcased or stable
Navl.9 mRNA and/or protein expression following peripheral
inflammation [5,28,33,16,27,29]. Those fragmented information
were furthermore rarely correlated with behavioral data, which is
an issuc for the functional interpretation ol possible expression
variations. We therefore performed a time-course study of Nav1.9
expression allowing a correlation with the phenotype observed in
animal.

A transient decrease in Nav1.9 protein level was observed in the
soma of DRG neurons 8 h following intraplantar carrageenan,
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Figure 10. Nav1.9 current properties in the monoarthritis ankle inflammation model. (A) Time-course of Nav1.9 current up-regulation
induced by dialysis of fluoride in the monoarthritis condition. Nav1.9 currents are evoked in a DRG neuron (38 pF) by 50 ms-depolarizing steps from
—100 to —60 mV every 10 s. The inset shows representative Nav1.9 currents recorded during the time course of the experiment (as indicated). (B)
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on the top of each chart.
doi:10.1371/journal.pone.0023083.g010

whereas upregulation was seen 16-24 h post-injection. These
changes in somatal protein level were paralleled with an increase
in cutancous nerve trunks within the inflamed zone 24 h following
carrageenan injection. These observations strongly suggest that
upon inflammation Navl.9 protein is exported to the periphery,
depleting the cytoplasmic pool of channels present in the cell body
of sensory neurons, before an increase in its neosynthesis. No such
variation was observed in the monoarthritis model, suggesting
either that the observed mechanism takes place during the
subacute phase ol inflammation only, or that a balance between
Nav1.9 production and axonal transport has been reached within
the chronic phase. As no change in Nav1.9 current properties was
detected in DRG neurons innervating the inflamed paw at a time
where Nav1.9 was shown to be upregulated, one can assume that a
non-functional pool of channels is kept at the soma level and
contributes to the increase in their axonal transport. It has been
previously demonstrated that when an inflammatory soup is
applied on cultured sensory neurons, the cells present a

hyperexcitable behavior involving a strong upregulation of

Navl.9 current [21]. Therefore, we hypothesize that the increase
in peripherally located channels may contribute to fibers’
excitability directly at the site of inflammation.

Navl.9 modulation by inflammation could temporally be
divided in two steps. First, we propose that a rapid modulation
of Navl.9 channels takes place in axon terminals. This idea is
supported by the fact that Navl1.9 is present in nerve endings in
physiological conditions [34] and by the fact that in the formalin
test Nav1.9 is involved in spontaneous painful behavior as soon as
10 to 13 min post-injection. Nav1.9 was also shown to be involved
in mechanical hypersensitivity induced by intraplantar PGE,
within 15 min [16], and previous clectrophysiological studies have
revealed rapid modulation of Navl.9 current following GPCR
activation, possibly via a PKC dependent pathway [22,23,24,25].
Secondly, an increase in axonal transport, followed by an
upregulation of Navl.9 channel expression in cell bodies, might
take place within the first hours of inflammation as to sustain the
excitability of nociceptive terminals.

Changes in Navl.9 protein expression were not subsequent to
modulations in mRNA level, as Nav1.9 transcript remained stable
at all time-points tested. Post-transcriptional regulation of VGSCs
has been reported previously. For example, Nav1.8 protein but not
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the corresponding mRNA has been shown to be upregulated in
DRG ncurons following colonic inflammation [35]. The non-
sclective cation channel TRPVI has also been shown to be
massively and unilaterally exported to the periphery 24 h
[ollowing intraplantar CFA [36], sustained by a post-transcrip-
tional upregulation of the channel expression in DRG cell bodies.
This type of regulation may occur at different levels, such as
dysregulation of mRNA stability, as shown for the Nav1.7 channel
[37], or modulation of its translation by RNA binding proteins, as
for the ENaC channel [38].

Regarding to these results, Nav1.9 channel may potentially be a
suitable pharmacological target for inflammatory pain care.
Complete loss of function, as well as partial silencing, were both
able to reduce inflammatory pain hypersensitivity, not depending
on the nature of the noxious stimuli, while those treatments had no
clfect on pain thresholds in healthy animal. Thus, drugs inhibiting
Nav1.9 should be considered as potential anti-hyperalgesics rather
than analgesics, which is conceptually innovative.

Materials and Methods

Animals

All animals were used in accordance with the European
Community guiding in the care and use ol animals (86/609/
CEE). Since pain might result from these experiments, the
guidelines of the Committee for Research and Ethical Issue of
the International Association for the Study of Pain [39] were
followed. Furthermore, the models used in this study were all
approved by the ethics committee of Auvergne (Comité Régional
d’Ethique en Matiére d’Expérimentation Animale Auvergne;
approvals CE13-10, CE09-08 and CE07-08). Great care was
taken, particularly to housing conditions, to avoid or minimize
discomfort of the animals. Animals were housed under controlled
environmental conditions and kept under a 12/12 h light/dark
cycle, with food and water ad libilum.

Nav1.9 knock-out mice were generated from G57BI6/] strain as
previously described [21]. Briefly, an IRES LacZ-pA cassette
starting by a stop codon was inserted between exons 5 and 8 of the
Senlla gene, resulting in a depletion of exons 6 and 7 and the
production of a non-functional, truncated protein. Behavioral
experiments were performed blind to genotype on Nav1.9** and
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Navl.9™ "™ littermates (814 weeks) isolated alter genotyping on
hair samples. Non behavioral experiments were performed on 20—
24 ¢ C57BI6/] mice (Charles River).

Antisense studies were performed on 150-175 g Sprague
Dawley rats (Charles River). Prior to experiments, animals
received 6 intrathecal injections every 12 h of saline, 12.5 ug
mismatch (5'-GCCTTGTCTTTGGACTTCTTC-3") or ant-
sense oligodeoxynucleotides to Navl.9 (5'-GCTCTGTTCTT-
GAGCTTTCTC-3') in 10 pl saline [12].

Inflammatory models

Subacute paw inflammation was induced by intraplantar
injection of 20 and 50 ul of 3% A-carrageenan (Sigma) in mice
and rats, respectively. Chronic inflammation (monoarthritis
model) was mduced under 2% isoflurane anesthesia by two

subcutancous mjections of 15 pl around the tibio-tarsal joint of

mice with complete Freund adjuvant (CFA), containing 5 ug/ul
heat-killed Mycobacterium tuberculosis (Becton, Dickinson and cie)
[40]. Indomethacin (Sigma) was injected intraperitonealy at a
1 mg/kg dose from a 0.3 mg/ml suspension in 0.5% methylcel-
lulose.

Behavioral assays

Formalin test. Mice were administered 15 pl of 5% formalin
in saline subcutaneously in the left hindpaw. The time spent liking
or biting the injected paw was monitored during the two typical
phases of nociceptive behavior (0—5 min and 10-45 min post-
injection).

Von Frey test. Mechanical pain threshold was assessed using
von Frey filaments (BioSeb) calibrated from 0.008 to 4.000 g. The
lilaments were applied 5 times each, in order of increasing [orces,
and pressed perpendicularly to the plantar surface of the hindpaw
until they bent. The first filament which evoked at least 3 responses
was assigned as the pain threshold in grams.

Dynamic weight bearing. The animals” weight distribution
on the four imbs was assessed using the dynamic weight bearing
test (BioSeb). This new incapacitance test consists in a continuous
measurement of all pressure points applied by a freely moving
animal, allowing a quantitative evaluation of the weight imbalance
caused by paw mechanical allodynia. Mice were placed in an
11x11%22 em cage with a 44 x44 sensor cells grid on the floor.
The pressure applied on sensor cells by the animal’s paws is
recorded at a 10 Hz frequency over a 5 min period. Pressure and
surface detection thresholds were determined automatically for
each animal by the Dynamic weight bearing 1.3.2h software
(Bioseb). After the manual attribution of each pressure point to the
corresponding paw, the mean weight applied on each paw is
calculated. Unilateral pain is finally evaluated trough the ipsi/
contralateral hindpaws weight ratio, the weight applied on
forepaws, and the percentage of time spent raising ipsilateral
hindpaw.

Paw pressure test. The rats were submitted to the paw-
pressure test previously described by Randall and Selitto [41].
Nociceptive thresholds, expressed in grams, were measured using
an Ugo Basil analgesimeter (probe tip diameter | mm, Bioseb) by
applying an increasing pressurc to the hindpaw until vocalisation
was clicited. The maximal pressure was set at 450 g.

Paw immersion test

To assess heat pain threshold, mice and rats were gently held
and the hindpaw was immersed in a 46°C water bath untl
withdrawal was observed. The first two consecutive stable
withdrawal latencies were averaged out and assigned as the pain
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threshold in seconds. A cutoll time of 15 s was applied to avoid
mjury.

Nav1.9 expression analysis

Real-time PCR. Mice were sacrificed by decapitation under
isoflurane anesthesia. Ipsilateral and contralateral DRGs [rom
lumbar segments L4 to L6 were rapidly dissected in 4°C
phosphate  buffer saline (PBS) and stored at —80°C for
subsequent RNA extraction. To ensure suflicient RNA quantity,
cach assessed sample is the result of a 5 animal DRGs pool. RNA
was isolated using RNeasy mini kit (Qiagen) according to the
manulacturer instructions, including a 15 min DNase incubation
step. Purified RNA was quantified by measuring the 260 nm
absorbance (A260) on a V-350 spectrophotometer (Jasco) and
quality was assessed by analyzing the A260/A280 and A260/A230
ratios. Integrity of RNA samples was confirmed by electrophoresis
on a 1.5% agarose gel. Before quantitative PCR analysis, 1 pg of
total RNA was submitted to reverse transcription with SuperScript
II Reverse Transcriptase (Invitrogen) in a 20 pl volume, using the
supplier’s procedure. PCR amplifications were performed using a
Mastercycler ep realplex (Eppendorf). All samples were run n
triplicate in a final volume of 6.3 ul containing 1.3 pl of 1/40
diluted ¢DNA, 0.5 uM primers, 3 mM MgCl, and LightCycler
Fast-Start SYBR Green reaction mix (Roche), according to
manufacturer protocol. Prior to PCR, an 8 min enzyme
activation step was done at 95°C. The PCR protocol consisted
ol 10 s denaturation at 95°C, 5 s at annealing temperature and
10 s elongation at 72°C for 40 cycles. Optimal annealing
temperature was preliminary determined by gradient PCR. The
primers sequences used were the [ollowing, from 5" o 3"
TTCCACTCTACGTACCTTCCGAGT (forward) and ATTC-
CCATGAAGAGCTGCTGACCA (reverse) for Navl.9 (NM_
011887, 180 bp); ATGGATGCTACCAAACTGGAT (forward)
and TGAAGGACTCTGGCTTTGTCT (reverse) for 11-6 (NM_
031168, 139 bp); TTGCTGACCTGCTGGATTAC (forward)
and AGTTGAGAGATCATCTCCAC (reverse) for HPRT
(NML_013556, 149 bp). Amplification specificity was assessed by
melting curve analysis and PCR products were run on a 3%
agarose gel to confirm amplicons sizes. Primers were designed on
intron-flanking sequences to prevent genomic contamination.
Navl.9 and HPRT cDNA relative amounts were calculated
function of the samples cycle threshold (Ct) using a standard
concentration curve constructed with a serial dilution from 1/10
to 1/640 ol a total cDNA mix. For each sample, the relative
amount of Navl.9 ¢cDNA was normalized by the HPRT ¢DNA
amount,

Immunohistochemistry. Belorehand dissection, animals
were assessed [or mechanical hypersensitivity using von Frey test
as described above. DRG and skin samples were quickly removed
from freshly killed animals and incubated for 1h m PBS
containing 4% sucrose, and then incubated for at least one hour
in PBS plus 15% sucrose. Tissues were then embedded in Tissue-
TEK OCT compound (Miles Inc.) and frozen in —60°C dry-ice
cooled isopentane. 14 pm thick serial sections were performed
with a HMS500M Microm cryostat and set down on Superfrost
Plus slides. Unspecific binding was reduced by pre-incubating
samples in blocking buffer consisting of 3% Bovine Serum
Albumin (BSA) and 0.1% triton X-100 in PBS for 1 h. Primary
antibodies were incubated in blocking buffer without triton X-100
overnight at 4°C. After several washes in PBS, secondary
antibodies were incubated in PBS containing 3% BSA for | h at
room temperature. After several washed in PBS, sections were
mounted in Mowiol. Antibody dilutions were: anti-Nav1.9 L23, 1/
400 [34] ; anti-peripherin, 1/400 (Chemicon). Goat anti-rabbit
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IeG Alexa Fluor 488 (1/400, Molecular Probes) and goat ant-
mouse [gG Alexa Fluor 546 (1/400, Molecular Probes) were used
as secondary antibodies. Optical conventional fluorescence
microscopy was performed on an Olympus microscope equipped
with  CellR  acquisition (Olympus).  Structured
illumination microscopy, for skin images, was performed on the
ApoTome system (Zeiss). Image editing was performed using
Adobe Photoshop (Adobe Systems).

Flurorescence quantification. Navl.9 fluorescence signal
was quantified with cellR software (Olympus). For cach animal,
immunostaining of ispi and contralateral DRG sections were
performed  simultancously with the same batch of antibody.
Pictures were recorded with the same acquisition parameters,
paying attention to avoid any saturation of the signal. Pictures
were taken as 8 bit images with 256 (from 0 to 235) possible grey
levels. Around a hundred neurons were analysed for each contra
and ipsilateral DRG. Mean grey value was measured on a 5.3 um
diameter ROI (Region OI Interest). I'or cach image, mean
background was also measured with three ROI, and subtracted to
the Navl.9 fluorescence signal.

soltware

Electrophysiology

Acutely dissociated DRG cells. DRG ncurons innervating
skin from young male mice were labeled by the fluorescent dye Dil (5
repetitive subcutaneous mnjections of 1 pl in 5% DMSO, Molecular
Probes). Dye was injected 3 days belore injection of saline,
carrageenan, or CFA, depending of the considered model.
Belorehand dissection, mechanical hypersensitivity was assessed as
described above. In the carrageenan and monoarthritis models, mice
were sacrificed respectively 20 h and 7 days after the induction of the
inflammation. Dissociation of DRG neurons was performed as been
previously described [42,21]. Briefly, lumbar ipsilateral L4 to L6 DRGs
were dissected and incubated in Hank’s balanced salt solution (HBSS,
Invitrogen) containing collagenase IA (2 mg/ml, Sigma) for 45 min at
37°C.. DRGs were then triturated using a fired polished Pasteur pipette
in HBSS medium and cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Invitrogen) supplemented with heat-inactivated
fetal calf serum (10%), penicillin-streptomycin (100 units/ml), 1-
glutamine (2 mM), Nerve Growth Factor (25 ng/ml, Gibco) and Glial
Derived Neurotrophic Factor (2 ng/ml, Gibco). Cells were maintained
in a humidified atmosphere (5% COs, 37°C) for 3-6 h before
recording.

Patch clamp recordings. Whole-cell clamp
recordings were made at room temperature (20-24°C) using an
Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments), filtered at 2 kHz

voltage
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Supporting Information

Figure S1 Carrageenan and monoarthritis-induced oe-
dema monitoring in Navl.9 7~ mice. Paw edema induced by
intraplantar carrageenan was measured from 0 to 24 h post-injection
using a micrometer in Navl.9™"" and Navl.9%* mice (A, n=9).
Ankle swelling following monoarthritis induction was measured from 0
to 21 days post-CFA injection in Nav1.9™’~ and Nav1.9"" mice (B,
n=8). No significant difference occurred between genotypes in both
models, assessed by two-way ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls all pairwise multiple comparison test.
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Introduction

|. INTRODUCTION

Le froid peut perturber et ralentir des fonctions cellulaires vitales, comme les activités
enzymatiques, faute d'agitation moléculaire suffisante. Au niveau du systéme nerveux périphérique,
cela peut se traduire par des difficultés motrices ou par une diminution de la sensibilité somesthésique
(engourdissement). Au méme titre que I'exces de chaleur, I'organisme doit donc se protéger contre les
températures froides extrémes. Pour cela, le systeme nociceptif périphérique a non seulement la
particularité de rester actif a basse température, mais peut aussi étre directement activé par le froid
et générer une sensation douloureuse, parfois qualifiée de "morsure".

Ce second volet de la these porte sur la compréhension des mécanismes physiopathologiques
responsables de la sensibilité nociceptive au froid et sur le role joué par le canal Navl.9 dans ces
derniers. L'introduction qui suit a pour but de faire le point sur les connaissances actuelles des
mécanismes moléculaires permettant aux nocicepteurs de détecter le froid et de fonctionner a basse
température. Dans un deuxiéme temps, nous décrirons [|'hypersensibilité au froid induite par

chimiothérapie a I'oxaliplatine, modele pathologique utilisé pour ce travail.

1. LES ACTEURS MOLECULAIRES DE LA SENSIBILITE AU
FROID PHYSIOLOGIQUE

Si les mécanismes moléculaires qui régissent la sensibilité au froid sont encore peu connus, deux
canaux de la famille des TRP ont été identifiés comme étant les principaux acteurs de cette modalité
sensorielle. Le canal TRPMS, activé par de légeres baisses de température, semble contribuer a la
perception du froid non nociceptif, mais continue a jouer un rdle lorsqu'une température nociceptive
est atteinte (McKemy et al. 2002; Peier et al. 2002; Colburn et al. 2007). Le canal TRPA1 serait quant a
lui beaucoup plus spécifique du froid nociceptif (Story et al., 2003; Kwan et al., 2006), bien que son
réle dans ce processus fasse encore I'objet de controverses. La contribution des canaux potassiques
TREK-1 et TRAAK a la sensibilité au froid modéré a également été démontrée plus récemment (Noél et
al. 2009). Enfin, le canal Navl1.8 serait également un acteur important de la sensibilité au froid
nociceptif. Sa capacité a rester actif a de tres basses températures permettrait notamment aux

nocicepteurs d'étre fonctionnels a des températures pour lesquelles le systeme somesthésique non
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nociceptif a tendance a étre inhibé (Zimmermann et al.,, 2007). Ces différents acteurs vont étre

développés plus en détail au cours des chapitres suivants.

Le canal TRPMS8 est un homotétramere dont les sous-unités sont composées de 6 segments

transmembranaires. Les parties N- et C-terminales sont intra-cytoplasmiques. Le pore du canal est

constitué par l'espace laissé ouvert entre les segments S5 et S6.
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Figure 35. Le canal TRPMS de rat.
Les 4 segments S1 a S4 contiennent les sites de liaison au menthol et a l'iciline, qui sont distincts. Les segments S5 et S6
forment le pore du canal et contiennent des sites de glycosylation. Le domaine C-terminal intervient dans la tétramérisation

du canal (Latorre et al., 2007).
Ce canal est le premier dont l'implication dans la transduction du froid a été décrite. La

paternité de cette découverte est double, puisque les équipes de David Julius et d'Ardem Patapoutian
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publient I'information respectivement dans Nature le 7 mars 2002 et dans Cell le 8 mars de la méme
année (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002a).

Le premier article est le résultat d'un crible d'environ 10000 ADNc (Acide Désoxyribonucléique
copie) issus du TG (connu pour contenir un grand nombre de neurones sensibles au froid en
comparaison des DRG) réalisé en imagerie calcique sur des cellules HEK293 transfectées. Les auteurs
identifient au sein de cette population un gene dont I'expression est responsable d'un courant
cationique a dominante calcique, généré en réponse au menthol, a l'iciline (200 fois plus puissant que
le menthol), ainsi qu'a I'eucalyptol dans une moindre mesure. Le froid est également capable d'activer
directement ce nouveau récepteur, des 25,8°C, avec un effet de saturation observé a partir de 8,2°C.
La conservation de ces propriétés lorsque le géne est exprimé en ceuf de Xénope permet de conclure
gue ce récepteur sous-tend lui-méme le courant induit par le froid et qu'il est donc un transducteur a
part entiere, au méme titre que TRPV1 peut I'étre pour le chaud. Il est alors baptisé CMR1, pour Cold-
Menthol Receptor type 1. L'expression de ce canal dans les petites fibres du TG et des DRG est de plus
compatible avec un réle dans la transduction du froid par les FAP, et peut-étre dans la nociception.

Dans la seconde étude, c'est par analogie de séquence avec le canal TRPV1 que le nouveau
récepteur-canal est identifié. Les auteurs le nomment TRPM8 (M pour melastin), appellation la plus
couramment employée aujourd'hui. Le seuil d'activation est déterminé cette fois-ci aux environs de
23°C, avec une forte augmentation du courant calcique autour de 15°C. Les auteurs montrent que le
transcrit TRPMS8 est retrouvé dans 5 a 10% des neurones des DRG et du TG chez la souris adulte, dont
le diameétre correspondrait majoritairement a des fibres de type C. Son expression est entiérement
restreinte aux neurones TrkA-positifs. Aucune colocalisation n'a été observée avec I1B4 ou TRPV1, ni
méme avec le CGRP, pourtant largement exprimé au sein de la population TrkA-positive. La non-
colocalisation de TRPM8 et de TRPV1 doit étre pondérée par le fait que dans la premiere étude
(McKemy et al., 2002), la moitié des neurones de DRG sensibles au froid et au menthol répondent
également a la capsaicine. Cette observation a depuis été confirmée (Babes et al., 2004; Xing et al.,
2006) malgré des résultats toujours contradictoires concernant I'expression des canaux TRPMS8 et
TRPV1, montrant soit une absence (Kobayashi et al., 2005) soit une présence (Okazawa et al., 2004) de
fibres co-exprimant ces deux récepteurs (voir Figure 36).

Les premieres études réalisées chez des souris KO ont permis de confirmer Il'importance du
canal TRPMS8 dans la perception du froid in vivo. Les animaux KO, laissés sur une plaque produisant un
gradient de température de 15 a 53°C, montrent une gamme de confort plus large vers le froid (de 23
a 38°C) que les WT (de 32 a 38°C, Dhaka et al., 2007). Cela dit, I'évitement des zones trés froides est

conservé, montrant que le canal TRPMS8 n'est pas le seul acteur de la sensibilité au froid, du moins
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pour des températures inférieures a 20°C. Le canal TRPMS8 serait donc plutét impliqué dans la
perception du froid non nociceptif que nociceptif. Ceci est confirmé par la diminution de la réponse
des souris KO a I'application d'une goutte d'acétone sur la patte (refroidissement modéré) alors que la
latence de retrait de la patte sur une plaque froide a -1°C est identique a celle observée chez les souris
sauvages. Diana Bautista et al. (2007) confirment ces résultats sur une souche différente de souris
TRPMS8™". Sur un test de préférence thermique (mesure du temps passé sur une plaque a 30°C vs une
plague dont la température est définie par I'expérimentateur), les souris KO perdent la capacité de
discrimination entre 30 et 25°C, et entre 30 et 20°C. Au-dela, et jusqu'a 30/5°C, les souris KO TRPMS8
montrent un évitement de la plaque froide moins important que les souris WT. Le comportement des
souris TRPM8” ne différe cependant pas de celui des souris WT lorsqu'elles sont déposées sur une
plaque froide a 0, -5 ou -10°C.

D'autres études vont impliquer le canal TRPMS8 dans la perception du froid nociceptif. Sur une
souche KO différente de celle décrite ci-dessus, Raymond Colburn et al. (2007) montrent une
augmentation de la latence de réponse des souris KO sur une plaque a 0°C, sans préciser la nature de
la réponse observée. De plus, lorsque I'on laisse ces souris circuler librement entre deux plaques
respectivement a température ambiante et 5°C, elles montrent une légere préférence pour la plaque a
5°C, sur laquelle les souris WT ne passent pas plus de 10% du temps expérimental. Une autre étude
montre que les souris KO TRPM8 présentent un temps de retrait augmenté lorsque la patte est
appliquée sur une plaque a 10°C (Gentry et al., 2010).

Les activateurs du canal, tels que le menthol ou liciline, vont également induire un
comportement a caractere nociceptif chez I'animal. L'injection intraplantaire de I'un ou l'autre
provoque en effet le léchage de la patte injectée sur une courte période (<5 min), suivie d'une
hypersensibilité au froid a des températures de 1 ou 10°C pendant 30 a 60 min (Dhaka et al., 2007;
Gentry et al., 2010). Bien que le menthol et l'iciline ne soient pas spécifiques de TRPM8 (pouvant
chacun aussi activer TRPA1, Karashima et al., 2007; Story et al., 2003), cette sensibilisation n'existe pas
chez les souris KO TRPMS. L'iciline injectée par voie intrapéritonéale produit également des sauts chez
les souris WT, mais pas chez les souris KO (Colburn et al., 2007).

En conclusion, le canal TRPMS8 est sans ambiguité un transducteur direct du froid, il est suffisant
pour générer un courant dépolarisant en réponse a une baisse de température modérée (<25°C). In
vivo, il participe de facon évidente a la perception du froid non nociceptif. Les choses sont moins
claires en ce qui concerne sa contribution a la perception du froid nociceptif, les résultats

comportementaux a ce sujet étant contradictoires.
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1.2. TRPA1

A TRPM8

C-fiber

JTRPM8

TRPA1
TRPV1

Figure 36. Distribution des canaux TRPMS,
TRPA1 et TRPV1 dans les différents types de
fibres afférentes primaires.
Réalisé par hybridation in situ dans les DRG de
rat (Kobayashi et al., 2005).

Un an apreés la publication du canal TRPMS, |'équipe
d'Ardem Patapoutian récidive avec un nouveau canal
nommé ANKTM1 (pour ankyrin-like with transmembrane
domains 1), lui aussi activé par le froid (Story et al., 2003).
L'ankyrine est un motif de 33 acides aminés fréquemment
répété dans les canaux TRP. C'est donc a nouveau par
approche bioinformatique, en recherchant ces répétitions
dans une banque d'ADNc codant pour des protéines
prédites a 6 segments transmembranaires, que TRPA1 a
été identifié. Une analyse de son expression par northern
blot chez la souris n'a permis d'identifier le transcrit
TRPA1 que dans les DRG et le TG. L'hybridation in situ a
ensuite permis de définir qu'il était exprimé par des
neurones de petit calibre (3,6% de la population total) co-
exprimant le CGRP et la SP. Une autre étude a montré la
colocalisation du canal TRPA1 avec des marqueurs
peptidergiques mais aussi non peptidergiques (I1B4, Kim et
al., 2010). Contrairement a TRPMS8, TRPA1l est tres
fortement colocalisé avec le canal TRPV1 (97% des fibres
TRPA1-positives expriment TRPV1, et 30% des fibres
TRPV1-positives expriment le canal TRPA1), et aucune
colocalisation n'a été observée entre les deux
transducteurs du froid. Ce résultat sera confirmé par une

étude ultérieure (Kobayashi et al., 2005, voir Figure 36).

Ces données pésent donc fortement en faveur d'un réle différent des canaux TRPMS8 et TRPA1

dans la perception du froid, le second étant compatible avec un réle dans la sensibilité au froid

nociceptif. La température d'activation du canal TRPA1 va dans ce sens puisque le clone du canal dans

une lignée de cellules ovariennes de hamster chinois (cellules CHO pour "Chinese Hamster Ovary")

produit un courant calcique a partir de températures pouvant aller de 12 a 24°C (17,5°C en moyenne)

contre 19 a 24°C pour TRPMS8 (22,5°C en moyenne). Or, la sensation de douleur au froid est décrite

115



Contribution du canal Nav1.9 a la perception du froid nociceptif et a
I'hypersensibilité douloureuse induite par I'oxaliplatine

Introduction

chez I'Homme a partir de 15°C (Davis et Pope, 2002). Le canal TRPA1 est bloqué par le rouge de
ruthénium (bloqueur non spécifique de certains canaux calciques dont les canaux TRPV
thermosensibles) et par le camphre (Xu et al., 2005). Comme TRPMS8, TRPA1 est activé par le menthol
et I'iciline, mais a des concentrations plus élevées et avec un retard cinétique (Karashima et al., 2007;
Story et al., 2003). Le canal TRPA1 est préférentiellement activé par des composés acres, piquants, ou
irritants tels que le cinnamaldéhyde (présent a I'état naturel dans I'écorce de cannelle),
I'isothiocyanate d'allyle (AITC, responsable du golt piquant du radis, de la moutarde ou du wasabi,
raifort japonais, également activateur du canal TRPV1, Everaerts et al., 2011), I'eugénol (contenu dans
le clou de girofle), I'allicine (contenu dans l'ail), le gingérol (issu de la racine de gingembre) et le
salicylate de méthyle (produit par plusieurs végétaux comme la gaulthérie couchée), les deux premiers
composés étant tres spécifique du canal TRPA1 (Bandell et al., 2004). Les irritants volatiles, comme
I'acroléine, le peroxyde d'hydrogene, le formaldéhyde (produits de combustion, notamment de la
cigarette) activent aussi le canal (Bautista et al., 2006). TRPA1 est également activé par la bradykinine
de maniere indirecte via la PLC, impliquant potentiellement un effet direct du diacylglycérol ou de
l'acide arachidonique produits par cette derniére. Les cannabinoides (cannabinol, A°-
tetrahydrocannabinol) sont aussi capables d'activer ce canal (Jordt et al., 2004), ainsi que diverses
especes oxygénées réactives (Andersson et al., 2008). La gamme d'activateurs potentiels de TRPA1 est
donc extrémement large, et ce canal est souvent également considéré comme un "récepteur de
I'irritation".

L'implication du canal TRPA1 dans la perception de froid intense est cependant assez critiquée
et fait I'objet de controverses (McKemy, 2005). Sven-Eric Jordt et al. (2004) montrent que 96% des
neurones sensibles a I'huile de moutarde (largement utilisée dans la bibliographie comme activateur
des canaux TRPA1) ne sont pas activés par un refroidissement a 5°C. D'autres études ne montrent pas
d'activation cellulaire en réponse au froid dans un systéme d'expression hétérologue de TRPA1l
(Nagata et al., 2005), ou pas d'activation neuronale par I'huile de moutarde dans la population de
neurones de DRG sensible au froid et insensible au menthol (Babes et al., 2004). Cela dit, suite a une
stimulation froide nociceptive chez le rat, une forte colocalisation entre TRPA1 et la protéine p38
phosphorylée est retrouvée, méme si le réle du canal dans cette activation neuronale n'est pas
directement établi (Mizushima et al., 2006).

La génération de souris KO TRPA1 n'a non seulement pas permis de clarifier les choses, mais va
de plus entretenir la controverse. Deux études extrémement contradictoires sont en effet publiées
quasi-simultanément. La premiére (Bautista et al., 2006) ne montre aucun effet de la délétion du canal

dans la sensibilité au froid intense (cold plate de 10 a -10°C) ou modéré (application sous-plantaire
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d'acétone). La seconde (Kwan et al., 2006), utilisant sensiblement les mémes tests (cold plate a 0°C et
acétone), établit un rdle clair de TRPA1 dans la sensibilité au froid intense comme modéré (plus
prononcé encore chez les souris femelles). Dans cette seconde étude, les auteurs montrent également
gue la sensibilité mécanique (test de von Frey) des souris KO est diminuée, ce qui fait également de
TRPA1 un senseur mécanique potentiel. Ce dernier résultat sera confirmé par la suite grace a la
technique de nerf-peau chez ces mémes souris TRPA1” alors gue de maniere surprenante, l'activité
des fibres TRPA1” en réponse au froid (2°C) est inchangée (Kwan et al., 2009). Ce résultat va dans le
sens d'une autre étude montrant que la délétion du gene codant TRPA1, contrairement a TRPMS, n'a
pas d'effet sur I'activation neuronale médullaire, visualisée par marquage Fos dans les cornes dorsales
suite a une stimulation froide (0°C) répétée (Knowlton et al., 2010). En isolant le canal lors d'une
expérience de patch-clamp en configuration inside-out, Yosuke Sawada et al. (2007) montrent une
corrélation inverse entre la probabilité d'ouverture du canal TRPA1 et la température. Les auteurs
expliquent que les résultats négatifs obtenus dans certaines études précédentes pourraient étre dus a
plusieurs facteurs comme la préparation des cellules, la présence de NGF dans les milieux de culture,
ou encore et surtout un temps de stimulation trop court (les auteurs ont pratiqué des stimulations de
5 min). Il est donc montré que dans certaines conditions expérimentales, le canal TRPA1 peut générer
un courant dépolarisant en réponse a un refroidissement important. Deux nouvelles études, réalisées
in vivo chez les souris TRPA1”", ont depuis été publiées et plaident toutes deux en faveur d'une
implication du canal dans la perception du froid nociceptif. La premiére (Gentry et al., 2010) montre
gue les souris TRPA1” présentent une latence de retrait de la patte plus élevée que les souris WT
lorsque celle-ci est appliquée sur une plaque a 10°C. La souche de souris utilisée étant la méme que
celle utilisée par Diana Bautista et al. (2006), qui avaient publié des résultats négatifs, on peut éliminer
un éventuel "effet souche" dans la discordance des résultats. La seconde étude (Karashima et al.,
2009) montre que certains neurones du TG activables par le froid (10°C) et par I'huile de moutarde ne
sont plus observés chez les souris TRPA1”. In vivo, cela se traduit par une diminution du nombre de
sauts sur une plaque a 0°C pendant 2 min, alors que la latence avant le premier comportement relié a
la perception du froid (i.e. le frottement des pattes avant entre elles et sur le museau) n'est pas
différente entre les génotypes. Ceci montre que la sensibilité au froid n'est pas modifiée chez les
animaux déficients pour TRPA1, mais que le comportement résultant de son caractere nociceptif est
tres fortement réduit, voir absent. De maniere similaire, il est montré dans la méme étude par le test
d'immersion de la queue a -10°C (utilisant un mélange eau-méthanol) que le canal TRPA1 est essentiel
pour ressentir le froid nociceptif, méme sur un test impliquant un réflexe spinal. La vascularisation

cutanée s'opposant constamment a la baisse de température au niveau du derme (et de I'épiderme
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par conduction), I'implication du canal TRPA1 peut tres bien n'étre visible qu'a des températures
imposées bien inférieures aux températures permettant d'activer le canal en systeme d'expression
hétérologue, ou si le refroidissement est prolongé de maniére a amener les terminaisons nociceptives
a une température suffisamment basse. Les auteurs montrent de plus que la cinétique d'activation des
neurones sensibles a la fois au froid et a I'huile de moutarde est clairement plus longue que celle de
neurones sensibles au menthol.

Un autre mécanisme a été proposé pour expliquer ces résultats divergents, notamment entre
les études in vivo et in vitro. TRPA1 pourrait étre activé de maniére indirecte par le relargage
intracellulaire de calcium qui suit I'exposition au froid plutét que par le froid lui-méme. En effet, Paul
Thut et al. (2003) ont montré une augmentation du calcium cytosolique dans les neurones de TG
sensibles au froid, méme dans un environnement déplété en calcium extracellulaire. Ce relargage
proviendrait donc des stocks intracellulaires, méme si rien n'est connu sur le mécanisme conduisant a
cette libération de calcium, ni sur son origine précise (surtout si I'on se replace dans le contexte d'une
terminaison axonale). TRPA1 étant activé par une hausse du calcium intracellulaire, il n'est pas exclu
que son role dans la transduction du froid soit en aval de cette libération calcique (Zurborg et al.,
2007).

En conclusion, si la contribution du canal TRPA1 dans la perception du froid nociceptif ne fait
toujours pas consensus en raison de la discordance des études, il a été montré que TRPM8 et TRPA1
ne sont de toute fagon pas suffisants pour expliquer les mécanismes responsables de la transduction
du froid. En effet, Clare Munns et al. (2007) ont montré qu'un tiers des neurones des DRG de souris
sensibles au froid ne répondaient ni au menthol (34% des neurones sensibles au froid), ni a I'huile de
moutarde (18%). Un ou d'autres senseurs doivent donc étre requis pour transduire la douleur en

réponse au froid.

1.3. TREK-1/TREK-2/TRAAK

C'est en 2001 que Reid & Flonta émettent I'hypothése que des canaux potassiques seraient
impliqués dans la transduction du froid. Sur des cultures primaires de neurones de DRG, ils notent une
inhibition d'un courant potassique de fond dans certains neurones lorsqu'ils sont exposés a un
refroidissement léger (20°C)™. Cette observation est confirmée par Félix Viana et al. (2002) sur des

neurones de TG. Ces derniers montrent la présence d'un courant potassique de fond inhibé par le

¥ Ce courant hyperpolarisant est présent dans les neurones au repos et contribue a maintenir un état
hyperpolarisé a température physiologique. Son inhibition par le froid entrainerait donc une dépolarisation et
une excitation neuronale.
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froid dans les cellules sensibles au refroidissement. Dans les cellules insensibles au froid, un courant
différent (IKp) agirait comme un "frein" a l'excitabilité neuronale. En effet, en bloquant ce courant
sensible a la 4-aminopyridine, les neurones deviennent sensibles au froid et sont capables d'émettre
des PA suite a un refroidissement. La méme équipe a plus tard montré que le seuil d'activation des
neurones de TG par le froid était lié a une balance entre I'expression du canal TRPMS (facilitateur de
I'activation) et des canaux potassiques dépendants du voltage Kv1, responsables du courant IK; et
induisant un décalage du seuil d'activation vers des températures plus froides (Madrid et al., 2009).

Plusieurs acteurs moléculaires de la famille K2P (canaux potassiques a deux domaines pore)
déja connus pour leur sensibilité a I'étirement membranaire (Patel et Honoré, 2001) pourraient étre a
|'origine du courant I, inhibé par le froid. Le premier, TREK-1, est en effet activé par le chaud et son
courant hyperpolarisant est en conséquence inhibé par les températures froides (Maingret et al.,
2000). Le canal transfecté en ceuf de xénope produit un courant qui augmente avec la température,
de 25 a 37°C. Les canaux TREK-2 et TRAAK sont également activés par le chaud, avec des seuils
respectifs de 25 et 31°C (Kang et al., 2005). Ces canaux, tous présents dans les DRG (Maingret et al.,
2000; Kang et Kim, 2006), sont donc actifs a la température physiologique, produisant un courant de
fond hyperpolarisant. Une baisse de température serait alors capable, par I'inhibition de ce courant,
d'exciter les neurones qui expriment ces canaux K2P (voir Figure 37).

In vivo, les souris KO TRAAK et KO TREK-1 (Alloui et al., 2006; Noél et al., 2009) sont
hypersensibles au chaud (de 44 a 50°C sur le test d'immersion de la queue) et a la pression (von Frey).
La délétion simultanée de ces deux canaux va en plus étre a I'origine d'une hypersensibilité au froid
modéré (plaque froide a 10, 15 et 20°C et préférence thermique a 30/21, 30/18 et 30/15°C, Noél et al.,
2009). Pour les températures plus basses (plaque froide a 5°C et préférence thermique a 30/12°C), la
différence n'existe plus avec les souris sauvages, ce qui impliquerait plutot ces canaux dans la
sensibilité au froid non nociceptif. Chez ces animaux double KO (et pas chez les KO TREK-1 ou TRAAK
simples), le pourcentage de fibres répondant au froid passe de 24 a 54. La population neuronale la
plus touchée par cette augmentation est la population de fibres sensibles au froid mais pas au
menthol ni a I'AITC (i.e. TRPMS8- et TRPA1-négatives), déja mise en évidence par Clare Munns et al.
(2007). De maniére intéressante, les auteurs montrent également grace a une expérience de nerf peau
que la bimodalité des fibres C sensibles au froid (soit leur capacité a étre activée par des températures
froides modérées, puis trés basses) est perdue chez les souris double KO. En effet, seules des fibres a
bas seuil d'activation (entre 30 et 18°C) sont identifiables chez ces animaux. L'hypothése avancée par
les auteurs serait que chez les doubles KO, les fibres sensibles au froid intense verraient leur seuil

d'activation abaissé a un niveau équivalent a celui des fibres impliquées dans la sensibilité thermique
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non-nociceptive. En conséquence, les animaux éprouveraient une douleur pour des refroidissements
perceptibles mais normalement non nociceptifs. Cela est en accord avec I'hypersensibilité au froid

modéré observée in vivo chez les souris double KO TREK-1/TRAAK.
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Figure 37. Mécanisme présumé impliquant les canaux TREK-1 et TRAAK dans la transduction du froid.

Dans la partie haute de la figure est représentée l'activité des canaux TREK-1 et TRAAK, ainsi que celle des canaux
dépolarisants thermosensibles, en fonction de la température. L'hyperpolarisation induite par les canaux K2P est
dominante a température physiologique. Lors d'un refroidissement (ou d'un réchauffement), I'activité des canaux
hyperpolarisants diminue tandis que celle des canaux dépolarisants thermosensibles (i.e. les canaux TRP) augmente et
prend le dessus. Les différentes combinaisons montrées dans le cas d'un réchauffement illustrent le fait que les canaux
dépolarisants peuvent étre associés a TREK-1 ou TRAAK seuls, ou bien les deux, alors que la présence des deux canaux est
nécessaire a une thermosensation normale dans les températures physiologique et en dessous. La deuxiéme partie de la
figure représente la probabilité d'ouverture des canaux TRP thermosensibles et de TREK-1/TRAAK, dont dépend
directement le courant résultant. (Noél et al., 2009)
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1.4. Nav1.8

Ce n'est que récemment que |'on a découvert que le canal sodique Nav1.8 participait également
a la sensibilité au froid (Zimmermann et al., 2007). Son implication est cependant différente de celle
des canaux cités précédemment puisque Nav1.8 est impliqué non pas dans la transduction directe des
stimuli thermiques froid, mais dans |'excitabilité des terminaisons nerveuses nociceptives soumises a
un refroidissement. En effet, dans ces conditions, l'inactivation lente des canaux Nav TTX-S
augmente®, ce qui a pour conséquence de diminuer le courant sodique entrant suite a une
dépolarisation membranaire. Ce phénomene est observé pour les canaux TTX-S, mais pas pour le canal
TTX-R Navl1.8 dont les propriétés d'inactivation ne sont pas modifiées par le froid. Nav1.8 participant a
la phase dépolarisante du PA au méme titre que les canaux TTX-S (Renganathan et al., 2001; Blair et
Bean, 2002) et étant exprimé majoritairement dans les nocicepteurs (Akopian et al., 1996; Dib-Hajj et
al., 1996; Tate et al.,, 1998), il permettrait a ces derniers de conserver leur activité lors d'un
refroidissement important. En effet, si les neurones Nav1.8” restent activables a 30°C, bien que le
courant nécessaire a leur activation soit multiplié par deux par rapport aux neurones WT, aucun PA
n'est émis a 10°C par les neurones issus d'animaux KO, et ce quel que soit I'intensité du courant injecté
dans les cellules. Nav1.8 serait donc indispensable a la genése de PA a ces températures froides. Ceci
est confirmé par une expérience de nerf-peau lors de laquelle les auteurs ont constaté que le froid ne
réduisait que légerement les décharges émises par les FAP en réponse a une stimulation mécanique
cutanée (von Frey), tandis que chez les souris KO Navl.8, la réponse des fibres a cette méme
stimulation était quasiment abolie a 10°C. Les auteurs (Zimmermann et al., 2007) montrent de plus
que si les propriétés d'inactivation du canal Nav1.8 sont entiérement résistantes au froid, son
activation est facilitée a basse température. Ce canal serait alors non seulement indispensable a la
génération de PA a basse température, mais faciliterait de plus I'excitabilité neuronale dans ce
contexte. In vivo, et dans cette méme étude (Zimmermann et al., 2007), les souris Nav1.87 effectuent
enfin 5 fois moins de sauts lorsqu'elles sont déposées sur une plaque a 0°C par rapport a leurs
congéneres WT. Dans une derniére étude (Abrahamsen et al.,, 2008), la destruction de tous les

neurones exprimant Nav1.8 grace a |'expression spécifique de la toxine diphtérique au sein de ces

2% |'inactivation lente des canaux TTX-S est déplacée vers des potentiels plus négatifs (hyperpolarisés), ce qui
signifie que pour un potentiel donné (et donc au potentiel de repos), plus de canaux seront inactivés, et le
courant induit par une dépolarisation sera en conséquence plus faible. Ce constat est réalisé en imposant
différents potentiels (-120 a 0 mV) aux neurones pendant 30 s pour l'inactivation, suivi d'une courte
dépolarisation (-10 ou 0 mV) pour I'activation.
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derniers® conduit & une suppression de la sensibilité douloureuse au froid (plaque & 0°C) sans
impacter la sensibilité au chaud nociceptif (Hargreaves test, plague a 50 et 55°C). Tous ces résultats
montrent que le canal Nav1.8 est un acteur majeur de la sensibilité au froid intense, via des propriétés
électrophysiologiques exceptionnelles, indispensables a I'excitabilité des nocicepteurs a basse

température.

La sensibilité au froid est donc un systeme complexe nécessitant la présence de plusieurs
acteurs moléculaires dont certains restent encore inconnus. Ce systéme est lui aussi soumis a certains
déréglements pathologiques pouvant causer une hypersensibilité au froid. Le chapitre suivant a pour
but de faire le point sur le cas de l'oxaliplatine, un agent anticancéreux connu pour sa neurotoxicité
sensorielle périphérique tres invalidante chez une forte proportion des patients traités, avec
I'apparition caractéristique d'une hypersensibilité au froid. En conséquence, nous avons choisi

I'oxaliplatine comme modele d'étude de I'hypersensibilité au froid dans ce deuxieme volet de la these.

2. L'HYPERSENSIBILITE AU FROID IATROGENE : CAS DE
L'OXALIPLATINE

Les chimiothérapies anticancéreuses sont des traitements qui visent a limiter la prolifération
des cellules malignes en combinant une forte cytotoxicité avec une sélectivité (relative) pour ces
cellules. La caractéristique principale et commune a toutes les cellules cancéreuses étant leur forte
activité mitotique, beaucoup d'agents chimiothérapeutiques ciblent cette activité en bloquant la
réplication de I'ADN (formation d'adduits sur I'ADN?, blocage des topoisomérases®, blocage

d'enzymes impliquées dans la phase S du cycle cellulaire ou en amont*’) ou la division cellulaire

?! Ceci est réalisé en croisant des souris exprimant la recombinase Cre sous promoteur Nav1.8 avec des souris
possédant le géne codant la toxine diphtérique précédé d'un codon stop floxé. L'expression de Cre dans les
neurones Nav1.8-positifs va permettre |'expression de la toxine via I'excision du codon stop, ce qui va conduire a
I'extinction totale de cette population neuronale.

?? Les adduits sont des liaisons covalentes entre deux nucléotides. Ceci perturbe la conformation de I'ADN et
peut bloquer sa réplication. Les agents alkylants comme les sels de platine sont responsables de la formation
d'adduits sur I'ADN.

2 Classe d'enzymes responsables de la conformation topologique de I'ADN, capables d'en moduler
I'enroulement et la torsion. Elles interviennent dans tous les processus nécessitant une modification structurale
de la double hélice d'ADN, comme la réplication, la transcription ou la recombinaison.

** Les anti-métabolites miment des bases puriques ou pyrimidiques et permettent de bloquer certaines enzymes
impliquées dans la phase S du cycle cellulaire (comme I'ADN polymérase) ou dans les voies de biosynthéses des
nucléotides ou de leurs précurseurs.
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(déstabilisation des faisceaux de microtubules par des alcaloides végétaux). Le principal probléme de
ces différentes stratégies est qu'elles perturbent toutes des mécanismes biologiques fondamentaux,
communs a toutes les cellules de I'organisme. Les chimiothérapies anticancéreuses sont donc
responsables d'effets secondaires considérables, impliquant principalement |'atteinte de tissus a forte
activité mitotique (moelle osseuse, tissu lymphoide, épithélium intestinal, follicules pileux...) et
pouvant provoquer anémie, thrombopénie, immunosuppression, troubles gastro-intestinaux et
alopécie. D'autres tissus peuvent également souffrir de Ila toxicité des traitements
chimiothérapeutiques, comme le tissu nerveux. Le systéme nerveux périphérique n'étant pas protégé
par la barriere hématoméningée, il est plus exposé a la toxicité de ces médicaments et I'on constate
I'apparition de neuropathies iatrogenes périphériques plus ou moins fréquentes selon la nature et la

dose de la chimiothérapie (Windebank et Grisold, 2008; Wolf et al., 2008).

2.1. Neurotoxicité sensorielle de I'oxaliplatine : constat

clinique
0] H,
L'oxaliplatine (Eloxatine®) est un sel de platine de HsN_ CI H3N_ O N o0._0O
Pt Pt U Pt I
troisieme génération (voir Figure 38) indiqué H;N Cl H,N © "N "0"%g
(o} H
principalement dans le traitement des cancers
cisplatin carboplatin oxaliplatin

colorectaux métastasés, souvent en association
Figure 38. Structures des sels de platine de premiére
avec le 5-fluorouracile (analogue pyrimidique  (cisplatine), deuxiéme (carboplatine) et troisieme

. . (oxaliplatine) génération.
inhibiteur de la  thymidylate  synthase, (Ang et al., 2010)

enzyme indispensable a la biosynthése de la désoxythymidine triphosphate). L'oxaliplatine est
constitué d'un atome de platine lié a ligand transporteur diaminocyclohexane (DACH, a gauche sur la
Figure 38) et d'un groupement oxalate hydrolysable (a droite). Aprés hydrolyse de I'oxalate, remplacé
par deux ions chlore, la molécule devient active sous forme diaminocyclohexane-dichloro-platine (voir
Figure 39). Ce dernier est un agent alkylant qui induit la formation d'adduits sur I'ADN, principalement
guanine-guanine ou guanine-adénine a la fois inter- et intra-brin. Ceci a pour conséquence le blocage
de la réplication et de la transcription, ainsi que l'induction de I'apoptose (Gamelin et al., 2006; Ang et

al., 2010).
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Figure 39. Métabolisme de I'oxaliplatine.

Contrairement aux deux générations précédentes de sels de platine, I'oxaliplatine a l'intérét de
ne pas présenter de toxicité rénale, hématologique ou auditive, tout en conservant de puissantes
propriétés antinéoplasiques, y compris contre des tumeurs résistantes au cisplatine (Raymond et al.,
1998; de Gramont et al., 2000; Kiernan, 2007). Il induit cependant, en plus d'une neurotoxicité
chronique” cliniquement semblable & celle induite par le cisplatine, une neurotoxicité aigué
particuliere. Dés la premiére intraveineuse, et selon la dose et le débit de perfusion, 80 a 96% des
patients présentent en effet des paresthésies® et des dysesthésies”’ déclenchées ou exacerbées par le
froid au niveau des mains, des pieds, et de la région péri-orale (Gamelin et al., 2006; Kiernan, 2007;
Attal et al.,, 2009). La langue et la région pharyngolaryngée peuvent également étre touchées.
L'ingestion de liquide ou l'inspiration d'air froid peut entrainer une géne allant jusqu'a une sensation
d'étouffement. L'hypersensibilité au froid est le symptome le plus souvent rapporté par les patients
souffrant de cette neuropathie aigué (28/33 patients, Tofthagen et al., 2011) et est classée parmi les
symptomes occasionnant le plus de souffrance. Plus rarement, les symptémes sensoriels peuvent étre
accompagnés par des symptdmes moteurs (contractures, raideur, faiblesse musculaire). Dans la
plupart des cas, tous ces symptomes régressent en quelques jours, mais leur durée et leur intensité
augmentent avec la répétition des cures. Les paresthésies sont particulierement sujettes a ce
phénomeéne d'exacerbation et peuvent s'installer dans la durée jusqu'a perdurer complétement entre
deux cures de chimiothérapie (classiquement espacées de deux semaines pour une perfusion a 85
mg/m? ou 3 semaines & 135 mg/m?, pendant 6 mois). Cette neurotoxicité aigué est le facteur limitant
du traitement et peut conduire a une diminution de la posologie, voir méme a un arrét prématuré du
traitement. Outre I'altération majeure de la qualité de vie des patients suivant une chimiothérapie, la
neurotoxicité aigué de I'oxaliplatine peut donc également constituer un véritable obstacle

thérapeutique.

> 0n parle de neuropathie périphérique puisque I'oxaliplatine ne passe pas la barriere hématoméningée.

*® Troubles désagréables mais non douloureux de la sensibilité, se traduisant par une perception anormale des
stimuli (nature, localisation) et a l'origine de sensations qualifiées de picotements, de fourmillements ou
d'engourdissements.

?7 Altération de la sensibilité (hypoesthésie/hyperesthésie) pouvant conduire a une hypoalgie, une hyperalgie, ou
une allodynie (douleur ressentie en réponse a une stimulation normalement non douloureuse).
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La neurotoxicité chronique, cumulative, de |'oxaliplatine touche quant a elle 15 a 20% des
patients et apparait aprés 6 mois de traitement, la fréquence et la sévérité de ses symptdmes étant
dépendants de la dose cumulée. Les symptomes sont proches de ceux induits par I'oxaliplatine sur le
mode aigu. Elle s'accompagne aussi d'ataxie sensorielle et d'un déficit proprioceptif rendant
compliquée la manipulation d'objets (difficultés pour écrire, s'habiller, conduire...), ainsi que de
douleurs spontanées continues ou paroxystiques. Des paresthésies sont également présentes, et une
géne au niveau des pieds est souvent constatée. L'amélioration de la symptomatologie survient dans
un délai de 3 mois suivant l'arrét du traitement chez 75% des patients et est plus souvent réversible
qgue la neurotoxicité du cisplatine (de Gramont et al., 2000). Cependant, certains patients vont
connaitre une récupération beaucoup plus longue, voir aucune amélioration de leurs symptémes
durant 5 années de suivi aprés la derniére cure pour des dose cumulées importantes (Pietrangeli et al.,
2006; Land et al., 2007).

Les toxicités aigués et chroniques de I'oxaliplatine, si elles présentent des caractéres différents
(durée, réversibilité, présence d'hyposensibilité, zones touchées, intensité de la douleur...), ne sont
cependant pas considérées comme deux pathologies completement distinctes. En effet, Nadine Attal
et al. (2009) ont montré que l'intensité des symptomes ressentis sur le mode aigu lors des premieres
cures de chimiothérapies (hypersensibilité thermique, en particulier au froid) était un critére prédictif
de la probabilité d'apparition et de l'intensité d'une neuropathie. Les neurotoxicités aigué et
chronique semblent donc partager certains mécanismes, ou du moins exploiter des critéres de
susceptibilité communs chez les malades. Une avancée dans la compréhension de la neurotoxicité
aigué de l'oxaliplatine pourrait permettre de mieux comprendre comment celle-ci évolue en

neuropathie chronique, et peut-étre également d'en limiter I'impact.

2.2. Les mécanismes sous-jacents

L'oxaliplatine étant une molécule d'utilisation récente, introduite en clinique dans les années
1990, les mécanismes biologiques a |'origine des symptdmes neurosensoriels qu'il induit sont encore
tres mal connus et les traitements restent empiriques. Ces symptomes sont résistants aux antalgiques
conventionnels, mais quelques thérapies alternatives se sont avérées relativement efficaces, donnant
par la méme des éléments de réponse quant aux mécanismes a |'origine de cette neurotoxicité.

La N-acétylcystéine, I'acide a-lipoique, I'amifostine et le glutathion réduit, intervenant dans la

détoxification des espéces oxygénées réactives, permettent de réduire I'occurrence des symptomes

douloureux lorsqu'administrés juste avant les cures de chimiothérapie (Ali, 2010). Une étude
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préclinique a montré que le role du stress oxydatif dans la neurotoxicité de I'oxaliplatine pouvait
impliquer le canal TRPA1, senseur de diverses especes oxygénées réactives (Nassini et al., 2011). Les
auteurs montrent que I'oxaliplatine induit une activation des canaux TRPA1 en cellules CHO, et que
cette activation est abolie par le glutathion. In vivo, les souris TRPA1”" ne montrent plus d'allodynie
mécanique (von Frey) ou au froid (acétone).

D'autres traitements, agissant sur l'activité des canaux Nav se sont également montrés
efficaces. Les perfusions de Mg**/Ca”** permettent une amélioration significative des symptémes et
une diminution de l'occurrence de la neuropathie. L'explication avancée serait que [|'oxalate,
métabolite de I'oxaliplatine, perturberait la fonction des canaux Nav en modifiant la charge de la
membrane par son action de chélateur des cations divalents, et particulierement du calcium
extracellulaire (Gamelin et al., 2007). Chez les patients, 24 a 48 h apreés la perfusion d'oxaliplatine, on
observe une hyperexcitabilité des neurones moteurs qualifiée de canalopathie par Tanya Lehky et al.
(2004). Les neurones sensoriels voient également leur excitabilité augmenter, avec une réduction de la
période réfractaire impliquant les canaux Nav (Park et al., 2009, 2011). Chez le rat, l'oxaliplatine
augmente la taille et la durée des PA, augmente le courant sodique dans les neurones des DRG, et
déplace la dépendance au voltage de ce courant vers des valeurs plus négatives (Adelsberger et al.,
2000). Ces derniers effets ne sont pas observés dans des neurones issus de I'hippocampe, suggérant
une implication différentielle de différents sous-types de canaux Nav. Les auteurs montrent également
que la carbamazépine permet de réverser |'effet de I'oxaliplatine sur les courants sodiques. Chez
I'Homme comme chez le rat, aucune efficacité de la carbamazépine n'a cependant pu étre démontrée
(Ling et al., 2007a; Ali, 2010). La gabapentine, qui cible quant a elle les canaux calciques voltage-
dépendants, n'a pas non plus prouvé son efficacité chez I'Homme, méme si une diminution de
I'allodynie au froid a été observée chez le rat.

Concernant la chronicisation des symptomes induits par l'oxaliplatine, l'augmentation des
composés platinés dans les DRG est souvent avancée (Argyriou et al., 2008). Le tropisme particulier
des composés platinés pour les DRG pourrait impliquer le transporteur de cuivre CTR1, participant
fortement a l'accumulation intracellulaire de platine en modele cellulaire (Holzer et al., 2006). Les
conséquences fonctionnelles directes pour les FAP ne sont pas connues mais différentes hypotheses
existent. Un dysfonctionnement mitochondrial, a la source d'une augmentation du stress oxydant,
pourrait avoir lieu. Ceci va dans le sens des études citées précédemment, impliquant une
augmentation des espéces oxygénées réactives dans la génération des symptomes neurosensoriels
induits par Il'oxaliplatine. Les neurones IB4-positifs seraient particulierement impliqués dans cette

sensibilisation par le stress oxydant (Joseph et al., 2008). Des études vont également dans le sens

126



Contribution du canal Nav1.9 a la perception du froid nociceptif et a
I'hypersensibilité douloureuse induite par I'oxaliplatine

Introduction

d'une implication des canaux ioniques dépendant du voltage (voir ci-dessus) ou de la température
(canaux TRP). Juliette Descoeur et al. (2011) ont montré récemment que I'oxaliplatine pouvait induire
un remodelage important de |'expression des canaux ioniques périphériques, impliquant de nombreux
senseurs du froid comme les canaux K2P TREK-1 et TRAAK, le canal TRPA1, mais aussi des canaux
sodiques et potassiques dépendants du voltage comme Kv1.1 ou Nav1.8. Le canal HCN1 (perméable
aux cations, activé par I'hyperpolarisation et les nucléotides cycliques) est également proposé comme
acteur de la neurotoxicité de l'oxaliplatine. L'ivabradine (inhibiteur des canaux HCN) est en effet
capable de réverser I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine, spécifiquement. La sensibilité
au froid et a la pression des souris double KO TREK-1/TRAAK n'est pas modifiée par I'oxaliplatine,
méme s'il faut noter que ces animaux présentent une hypersensibilité intrinseque pour ces deux
modalités de stimulation. Une étude précédente a permis de montrer la surexpression du canal
TRPMS8 dans les DRG de souris 3 jours aprées l'injection d'oxaliplatine (Gauchan et al., 2009). Juliette
Descoeur et al. (2011) ont par la suite montré I'absence d'allodynie au froid chez des souris TRPM8™
(résultat a pondérer par le déficit de sensibilité au froid que présentent ces animaux en conditions
physiologiques), alors que ['hypersensibilité mécanique se développe normalement. Enfin, il a
récemment été publié qu'un antagoniste spécifique du canal TRPMS8, le PBMC (pour 1-phenylethyl-4-
(benzyloxy)-3-methoxybenzyl(2-aminoethyl)carbamate), ne  permettait pas de  réduire
I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine chez la souris (Knowlton et al., 2011). Cependant, la
dose utilisée est limitée par I'effet hypothermisant de ce dernier.

Les mécanismes périphériques conduisant a I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine
sont donc encore obscures. Cependant, les études existantes semblent montrer qu'un remodelage de
|'expression de certains canaux transducteurs ou dépendants du voltage a lieu dans les FAP. De plus,
des déreglements physiologiques (homéostasie calcique, stress oxydant) pourraient moduler |'activité
de ces mémes canaux, incluant des canaux Nav. Un des objectifs de ce travail est de déterminer dans
quelle proportion I'isoforme Nav1.9 peut étre impliquée dans I'hypersensibilité au froid induite par

I'oxaliplatine.
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1. OBJECTIFS

La connaissance des acteurs moléculaires de la sensibilité au froid est a I'heure actuelle tres
incomplete et tous les acteurs n'ont pas encore été identifiés. Suite a la découverte inattendue que
nous avons faite de l'implication du canal Nav1.9 dans la perception du froid nociceptif, I'objectif
premier de cette deuxieme partie de la these est la réalisation d'un phénotypage complet, permettant
de déterminer précisément dans quelle mesure le canal Nav1.9 participe effectivement a la sensibilité
au froid. Dans un deuxiéme temps, nous nous intéressons a sa contribution aux déreglements
pathologiques de la sensibilité au froid induits par I'oxaliplatine, un agent anticancéreux connu pour
induire une hypersensibilité au froid trés invalidante chez la majorité des patients traités. Ce travail a
donc pour objectifs la caractérisation du canal Nav1.9 en tant que nouvel acteur de la sensibilité au
froid ainsi que I'évaluation de son intérét comme cible pharmacologique dans le traitement de
I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine.

Tout d'abord, le r6le du canal Nav1.9 dans la sensibilité au froid est évalué chez des souris KO
Nav1.9 sur une large gamme de température pour définir précisément sa zone d'implication. Le
phénotype d'hyposensibilité au froid observé chez ces animaux est ensuite exploré par plusieurs tests
de sensibilité thermique, et I'expression des différents canaux senseurs du froid connus est analysée
par qPCR pour exclure un éventuel phénoméne compensatoire. Dans le méme but, la contribution du
canal Nav1.9 a la sensibilité au froid est également observée chez le rat traité par antisens anti-Nav1.9.
Dans un deuxieme temps, nous étudions le réle joué par ce canal dans I'hypersensibilité au froid
pathologique. Pour cela, une injection unique d'oxaliplatine est réalisée chez des souris KO Nav1.9 et
des rats traités par antisens, puis plusieurs tests de sensibilité thermique, mais aussi mécanique, sont

réalisés. L'expression du canal Nav1.9 est enfin évaluée dans ce modele.

129






Contribution du canal Nav1.9 a la perception du froid nociceptif et a
I'hypersensibilité douloureuse induite par I'oxaliplatine

Résultats

[1l. RESULTATS

1. RoLE DU cANAL NAV1.9 DANS LA SENSIBILITE AU
FROID

La premiere expérience réalisée, et qui est le point de départ de tout ce travail, est un
phénotypage des souris KO Nav1.9 en termes de sensibilité thermique. Pour cela, les animaux sont
soumis au test d'immersion de la queue a plusieurs températures recouvrant une gamme de 0°C a
50°C (voir Figure 40). Il apparait que les animaux KO Nav1.9 ont la méme sensibilité au chaud, en
accord avec les données existantes et avec la premiére partie de cette these. En revanche, une
hyposensibilité au froid marquée est observée chez les souris KO aux températures de 0 et 5°C, avec
un doublement de la latence de retrait de la queue. La différence entre les génotypes n'est pas plus
importante a 0°C qu'a 5°C, température pour laquelle I'effet maximal est donc déja atteint. A la
température de 10°C, une différence non significative est observable, signe que le canal Nav1.9 est

impliqué dans la sensibilité au froid a partir d'une température comprise entre 5°C et environ 10°C.

Immersion de la queue (0 - 50°C)
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Figure 40. Sensibilité thermique des souris KO Nav1.9.

Des souris WT et KO Nav1.9 ont été soumises au test d'immersion de la queue a différentes températures, allant de
0 a 50°C. Les résultats obtenus a 20, 25, 30, 35 et 40°C ne sont pas représentés car les seuils sont équivalents au cut-
off, défini a 15s. **p<0,01 ***p<0,001 vs '+/+', Mann & Whitney rank sum test, n=16 (-/-), n=24 (+/+)
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Pour déterminer avec plus de précision le seuil de température a partir duquel le canal Nav1.9
est impliqué dans la douleur au froid, nous avons réalisé le test de la rampe froide qui consiste a
placer les animaux sur une plague dont la température diminue de 25 a 0°C a la vitesse de 1°C/min et
a comptabiliser les sauts réalisés par tranche de 1°C (voir Figure 41). Chez les souris WT, on observe 3
pics de sauts aux températures de 11-12°C, 6-7°C et 1-2°C, dont l'intensité croit avec la diminution de
la température (respectivement 1,5+0,5 ; 2,9+0,8 ; 4,6+1,1 sauts). Chez les souris KO Nav1.9, seul un
pic d'intensité moyenne (2,2+0,6 sauts) est observé pour une température de 3-4°C. Pour toutes les
températures inférieures a 3°C, la différence est significative entre les groupes (ainsi qu'aux
températures correspondant aux 2 premiers pics de sauts chez les souris WT). La différence est
également significative si I'on cumule le nombre de sauts (voir insert Figure 41A et Figure 41B). Les
souris KO Nav1.9 présenteraient donc a la fois un décalage du seuil de nociception vers des valeurs

plus négatives, et une diminution de l'intensité de la réponse nociceptive.
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Figure 41. Détermination du seuil de nociception des souris KO Nav1.9 par le test de la rampe froide.

Des souris WT et KO Nav1.9 sont déposées sur une plaque dont la température diminue linéairement de 25 a 0°C a raison de
1°C/min. Le nombre de sauts produits est comptabilisé par tranche de 1°C (soit 1 min). (A) Valeurs brutes. L'encart montre le
nombre total de sauts pendant les 25 min de test. (B) Valeurs cumulées. Pour chaque température est représenté le nombre
de sauts effectués par I'animal depuis le début du test. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs '-/-', two way ANOVA + Student-
Newman-Keuls, ##p<0,01 vs '+/+', Mann & Whitney rank sum test, n=34
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Ce résultat est surprenant puisque Fumimasa Amaya et al. (2006) ont publié un test de
sensibilité au froid chez des souris KO Nav1.9 ne montrant aucune différence avec les animaux WT.

Nous avons reproduit ce test qui consiste a déposer les animaux sur une plaque a 0°C pendant 30 s et

p|aque froide a mesurer la latence de réponse des animaux au froid (en
30, =/t I'occurrence, le léchage des pattes avant qui est le seul
o-/-

comportement que nous avons observé au cours de ce test).
Nous avons réalisé cette expérience a 0°C ainsi qu'a 6°C,
temps pour lesquels des différences significatives ont été
observées au test de la rampe froide. Comme dans ['étude

citée ci-dessus, aucune différence n'a été observée entre les

Latence de léchage (s)

deux génotypes, et ce quelle que soit la température testée.

OO,C 6°C Ce test ne semble donc pas permettre de discriminer la
Température de la plaque

. ] . sensibilité au froid nociceptif des animaux WT et KO Nav1.9,
Figure 42. Réponse des souris KO Nav1.9 au

test de la plaque froide a 0 et 6°C. et il est normal que I'étude Fumimasa Amaya et al. (2006)
Des souris WT et KO Nav1.9 sont déposées sur

une plague a 0 ou 6°C et la latence de léchage  n'ait pas mis en avant de différence en termes de sensibilité
des pattes avant est mesurée. Le cut-off est

défini 30 s (0°C) ou 60 s (6°C). Les animaux  au froid. Une explication possible serait que la réaction
montrant un comportement de "freezing"
(prostration) sont éliminés. T-test, n=8 (0°C) et
n=10 (6°C)

comportementale observée serait liée a la perception non-
nociceptive du froid et non a de la douleur (voir Discussion).

Nous avons ensuite soulevé le probléme des mécanismes compensatoires pouvant avoir lieu
chez les souches de souris transgéniques. Pour vérifier que le phénomeéne observé n'est pas imputable
a une modification de I'expression d'un (ou plusieurs) autre géne impliqué dans la sensibilité au froid,
nous avons réalisé deux expériences. La premiere a consisté a quantifier chez les souris KO Nav1.9
I'expression des canaux TRPMS8, TRPA1, Navl.8, TREK-1 et TRAAK, connus pour leur réle dans la
perception du froid (voir chapitre .1 p. 111). Aucune modification de la transcription de ces genes n'a
pu étre mise en évidence (voir Figure 43). Ceci avait déja été montré pour le canal Nav1.8 (ainsi que
pour toutes les autres sous-unités Nav présentes dans les DRG) chez une autre souche de souris

Nav1.97 par Birgit Priest et al. (2005).
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Figure 43. Analyse chez les souris KO Nav1.9 de la transcription de génes impliqués dans

la perception du froid.

La transcription des génes TRPMS8, TRPA1, Nav1.8, TREK-1 et TRAAK, impliqués d'apres la
bibliographie dans la perception du froid, est analysée par qPCR chez des souris WT et KO

Nav1.9. T-test, n=8
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Figure 44. Effet du knock-down Nav1.9 sur la
sensibilité au froid douloureux chez le rat.

Des rats ont été soumis au test d'immersion de la
patte a 5°C avant et apres knock-down Navl.9,
consistant en 2 injections intrathécales par jour
pendant 3 jours d'ODN antisens (12,5 pg). Deux
groupes contrdle recoivent les ODN mismatch ou le
véhicule. Cut-off=30 s. **p<0,01 ***p<0,001 vs
'Antisens', #p<0,05 vs 'Pré-ODN', two way ANOVA +
Student-Newman-Keuls, n=8
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Comme il n'est pas exclu que d'autres genes
puissent étre dérégulés chez les animaux KO Nav1l.9,
nous avons testé l'impact d'un traitement antisens
chez le rat (selon le méme protocole qu'utilisé dans la
premiére partie de la thése). Les animaux ont été
soumis au test d'immersion de la patte dans une eau
a 5°C, avant et aprés 3 jours de traitements antisens
(voir Figure 44). Les injections de véhicule ou de
mismatch n'ont eu aucun effet sur les seuils de
douleur des animaux, mais on voit une augmentation
de la latence de retrait de la patte dans le groupe de
rats ayant recu les ODN dirigés contre le transcrit
Nav1.9.

Tous ces résultats montrent de fagon claire la
contribution du canal Nav1.9 a la perception du froid
nociceptif, et suggérent que cette implication est
directe lice a des mécanismes

plutét que

compensatoires.
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Nous avons réalisé une derniére expérience consistant a activer pharmacologiquement, et non

par le froid, les FAP exprimant les canaux TRPM8 ou TRPA1, ceci dans le but de savoir si le réle du

canal Nav1.9 dans la sensibilité au froid passe par une modification de I'excitabilité de ces fibres,

indépendamment de la température. Pour se faire, nous avons injecté par voie intraplantaire un

agoniste TRPMS (iciline 14 mM) ou TRPA1 (cinnamaldéhyde 14 mM) a des souris sauvages et KO

Nav1.9, et avons quantifié la réponse comportementale des animaux, caractérisée par le [échage de la

patte (voir Figure 45). Aucune différence n'a pu étre observée entre les deux génotypes et pour les

deux agonistes utilisés. Nous avons réalisé un test d'immersion de la patte a 5 et 10°C chez ces

animaux 15, 30 et 60 min apres injection, mais nous n'avons pas observé d'hypersensibilité au froid

reproductible, quel que soit le produit utilisé.

Durée de léchage (s)
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Figure 45. Evaluation de la douleur
induite par l'injection d'iciline ou de
cinnamaldéhyde chez les souris KO
Nav1.9.

Suite a une injection intraplantaire
d'iciline (25 ul, 14 mM) ou de
cinnamaldéhyde (25 ul, 14 mM), le
comportement de léchage de la patte
produit par des souris sauvages et KO
Nav1.9 est quantifié pendant 6 min par
tranches de 1 min. Une sommation de
la durée de léchage, réalisée sur les 5
premiéres minutes du test, est donnée
par les histogrammes de droite. two
way ANOVA (cinétique) et t-test
(Iéchage total), n=10
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2. RoLE DU CANAL NAV1.9 DANS L'HYPERSENSIBILITE
AU FROID INDUITE PAR L'OXALIPLATINE

L'objectif suivant consiste a déterminer si le canal Nav1.9, en tant qu'acteur de la sensibilité au
froid nociceptif, représente un intérét potentiel pour le traitement de I'hypersensibilité pathologique
au froid. Nous avons choisi un modele dont le symptéme le plus représentatif est I'hypersensibilité au
froid, le modéle de neurotoxicité aigué induite par I'oxaliplatine (voir chapitre 1.2 p. 122). Ce modeéle a
été mis au point au sein de notre laboratoire par Bing Ling et al. (2007b) chez le rat, puis chez la souris
par Juliette Descoeur et al. (2011). Il consiste en une injection unique d'oxaliplatine a la dose de 6
mg/kg chez le rat comme chez la souris. Chez le rat, une allodynie mécanique (observée avec le test de
von Frey, mais pas avec le test de pression de la patte) et une allodynie au froid (10°C) apparaissent
des 24 a 48 h et perdurent jusqu'a 8 jours. Chez la souris on observe également une allodynie
mécanique (test de von Frey) ainsi qu'une allodynie et une hyperalgie au froid (10 et 21°C,
)28

respectivement)™. La durée des symptOmes est cependant réduite par rapport au rat, avec un

maximum d'intensité a 4 jours post-injection et une disparition de I'allodynie au froid au 6°™ jour.
Nous avons soumis des souris WT et KO Nav1.9 a ce méme traitement et les avons soumis au

test d'immersion de la queue a 5, 10, 15 et 20°C, ceci dans le but de quantifier de maniere précise

I'hypersensibilité au froid développée par les souris WT ainsi que la contribution du canal Nav1.9 a ce

phénoméne (voir Figure 46).

% 10°C est une température intermédiaire qui a pu étre considérée comme douloureuse ou non selon les
études. Ceci explique que la premiere étude définisse I'hypersensibilité a 10°C comme une allodynie (Ling et al.,
2007b), et la seconde comme une hyperalgie (Descoeur et al., 2011). Nous-mémes observons dans la Figure 40
que le seuil de douleur des souris WT commence pour la premiéere fois a diminuer (légérement) par rapport au
cut-off a partir de 10°C.
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Figure 46. Impact du KO Nav1.9 sur I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine.

Des souris WT et KO ont été soumises au test d'immersion de la queue a 20, 15, 10 et 5°C avant et 96 h apres
injection intrapéritonéale d'oxaliplatine (6 mg/kg). Cut-off=15 s. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs '+/+', #p<0,05
###p<0,001 vs 'Pré-oxaliplatine', two way ANOVA + Student-Newman-Keuls, n=8

Avant injection d'oxaliplatine, les souris ne produisent pas de réflexe nociceptif aux
températures de 20, 15 et 10°C, la latence moyenne de retrait de la queue étant proche du cut-off,
défini a 15 s. A 5°C, ce réflexe est observable et I'on retrouve le déficit de sensibilité chez les souris KO
observé précédemment. 96 h apres injection d'oxaliplatine, une hypersensibilité au froid est
observable chez les souris sauvages, significative pour toutes les températures de 20 a 5°C. Chez les
souris KO, ce symptéme n'est détectable qu'a partir de 10°C, et les seuils de douleur restent
significativement plus élevés pour toutes les températures inférieures a 15°C. Cette expérience
montre que la délétion du géne codant la sous-unité Nav1.9 permet non seulement de repousser la
température d'apparition de I'hypersensibilité de 20 a 10°C, mais également de réduire l'intensité de
cette derniére.

Le test d'immersion de la patte est un test de sensibilité périphérique, caractérisé par un réflexe
spinal. Nous avons donc réalisé ensuite un test de préférence thermique impliquant les composantes
cognitivo-émotionnelles de la douleur, donnant la liberté aux souris de se déplacer entre deux
plaques, I'une a 25°C, l'autre étant fixée a 21 ou 12°C. Pour le couple 25/21°C (voir Figure 47A) nous ne
mettons pas en évidence de diminution significative du temps passé sur la plaque a 21°C, quel que soit

le génotype. Pour le couple 25/12°C, nous observons un fort évitement de la plaque la plus froide chez
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les souris WT puisqu'elles ne restent sur cette plaque que 21,0+2,8 s sur les 180 s d'expérience. Cette
préférence est significativement réduite chez les souris KO Nav1.9 (31,8+3,8 s sur la plaque froide).
Apres injection d'oxaliplatine, on observe une hypersensibilité caractérisée par une augmentation de
la préférence des animaux pour la plaque a 25°C, sans différence entre les deux génotypes. La raison
pour laquelle aucune différence n'est visible entre les souris WT et KO Nav1.9 est certainement que le
maximum d'évitement de la plaque froide est atteint (WT : 13,2+2,0 s; KO : 13,0+2,3 s sur la plaque a
12°C). En effet, les animaux doivent explorer un minimum cette plague pour pouvoir la considérer
comme douloureuse ou inconfortable. Ce constat est appuyé par le fait que lorsque I'on utilise un
couple de températures avec un différentiel encore plus grand, soit 25/5°C, les souris WT ne
descendent pas en dessous de 11,4+2,3 s passées sur la plague a 5°C. La réduction du différentiel
thermique par abaissement de la température de référence (couple 15/5°C) ne permet pas
d'augmenter le temps passé sur la plaque a 5°C de maniére significative (11,9+1,1 s sur la plaque a

5°C). Ceci constitue une limite importante de ce test.

Préférence thermique
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Figure 47. Effet de I'oxaliplatine sur la préférence thermique chez la souris KO NAv1.9.

Des souris WT et KO Nav1.9 ont été soumises au test de préférence thermique pendant 180 s. Le temps
passé sur la plaque de référence, maintenue a 25°C, ainsi que sur la plaque test a 21°C (A) ou 12°C (B), est
comptabilisé. 96 h aprés une injection intrapéritonéale d'oxaliplatine (oxaPt, 6 mg/kg) les animaux sont a
nouveau soumis au test. Les valeurs représentées correspondent au temps passé sur la plaque test et sont
issues de la moyenne de deux passages. Les animaux n'ayant pas changé de plaque pendant I'expérience
sont éliminés. **p<0,01 vs '+/+', #p<0,05 ##p<0,01 vs 'Pré-oxaPt', two way ANOVA + Student-Newman-
Keuls, n=26
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Un autre test classiquement utilisé pour caractériser
I'existence d'une allodynie au froid est le test a I'acétone
qui consiste a appliquer une goutte d'acétone sous la patte
de I'animal. L'évaporation rapide du solvant va provoquer
un refroidissement léger de la peau, non douloureux chez
des animaux sain alors que des animaux allodyniques vont
manifester un comportement nociceptif caractérisé par le
léchage de la patte. Suite a l'application sous-plantaire
d'acétone et apres injection d'oxaliplatine, nous observons
cette hypersensibilité chez les souris WT alors qu'elle est
totalement absente chez les souris KO Nav1.9 (voir Figure
48). Ce résultat va dans le sens des données acquises en

immersion de la queue, montrant que le canal Nav1.9 est
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Figure 48. Evaluation de I'allodynie au froid
induite par l'oxaliplatine chez les souris KO
Nav1.9.

Des souris WT et KO Nav1.9 ont été soumises au
test a l'acétone avant et 120 h aprés injection
intrapéritonéale d'oxaliplatine (oxaPt, 6 mg/kg).
***p<0,001 vs '+/+', ###p<0,001 vs 'Pré-oxaPt’,
two way ANOVA + Student-Newman-Keuls, n=8

indispensable a I'apparition d'une allodynie au froid suite a un traitement aigu a l'oxaliplatine.

L'implication du canal Nav1.9 dans
Von Frey o I
1.6, I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine
- ;t//f dépasse donc la gamme de température dans laquelle il
S 1]2-
’5 est impliqué chez les animaux sains. Ceci semble montrer
° woo . .
P 0,81 I gue dans ce cas pathologique, le canal est soumis a une
©
= 0.4 régulation l'impliquant dans d'autres modalités de
O Y,7 7
@ stimulation que le simple froid intense. Nous avons alors
0 Pré-oxaPt Post-oxaPt  voulu déterminer si le canal Navl.9 pouvait dans ce
(t=72 h) contexte contribuer a I'hypersensibilité mécanique. 72 h
Figure 49. Evaluation de [I'hypersensibilité

mécanique induite par I'oxaliplatine chez les
souris KO Nav1.9.

Des souris WT et KO Nav1.9 ont été soumises au
test de von Frey avant et 72 h apres injection
intrapéritonéale d'oxaliplatine (oxaPt, 6 mg/kg).
Les seuils présentés sont issus des moyennes des
valeurs obtenues sur les pattes arrieres gauches et
droites des animaux. Cut-off=2 g. ##p<0,01 vs 'Pré-
oxaPt', two way ANOVA + Student-Newman-Keuls,
n=8

aprés injection d'oxaliplatine, les souris WT comme les

souris KO développent une hypersensibilité aux

stimulations mécaniques de maniére similaire (test de
von Frey, voir Figure 49). L'implication du canal Nav1.9
induite par I'oxaliplatine se

dans I'hypersensibilité

limiterait donc a la modalité froide.

Comme dans la premiére partie de cette these, nous avons cherché a savoir si le knock-down de

Nav1.9 par injections d'ODN antisens pouvait améliorer le symptome d'hypersensibilité au froid induit

par |'oxaliplatine chez le rat. Nous avons donc réalisé I'injection d'oxaliplatine en méme temps que la
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premiere injection d'ODN puis avons évalué la sensibilité au froid des animaux, aprés trois jours de
traitement antisens, par immersion de la patte a 15 et 5°C (voir Figure 50). Alors que I'hypersensibilité
thermique est retrouvée chez les rats traités par injections d'ODN mismatch ou de véhicule a 15°C
comme a 5°C, le traitement antisens a permis d'abolir totalement ce symptome, et ce quelle que soit

la température.
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Figure 50. Impact du knock-down de Nav1.9 sur I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine.

(A) Design de I'expérience. Des rats ont été soumis au test d'immersion de la patte a 15°C (B) et 5°C (C) avant
injection intrapéritonéale d'oxaliplatine (oxaPt, 6 mg/kg) et knock-down de Nav1.9 par 6 injections intrathécales
d'antisens (12,5 ug) espacées chacune de 12 h. 72 h apres l'injection d'oxaliplatine, les seuils d'immersion de la
patte sont a nouveau réalisés. Cut-off=30 s. **p<0,01 ***p<0,001 vs 'Véhicule', #p<0,05 ##p<0,01 vs "Pré-oxaPt",
two way ANOVA + Student-Newman-Keuls, n=8

Enfin, les DRG de rats ayant recu une injection d'oxaliplatine ont été prélevés a différents temps
pour analyse de l'expression du canal Nav1l.9 par qPCR. Aucune différence n'a pu étre mise en
évidence entre les animaux ayant recu I'oxaliplatine ou le véhicule seul, a 22 h, 70 h (le temps retenu

pour les tests comportementaux), 90 h et 120 h (données non présentées).
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V. DISCUSSION & PERSPECTIVES

Au cours de cette deuxiéme partie du travail de thése, nous montrons I'implication du canal
Nav1.9 dans la perception du froid nociceptif. Différents tests ont été réalisés chez la souris KO Nav1.9
pour confirmer cette observation et clarifier le réle de ce canal dans la sensibilité au froid. Il apparait
qgue Navl.9 contribue trés fortement a la sensibilité au froid <5°C, avec un rdle perceptible dés 12°C
selon le test considéré. La délétion du géne codant cette sous-unité chez la souris provoque un
décalage du seuil de nociception vers des températures plus négatives, ainsi qu'une diminution de
I'intensité de la réaction comportementale observée. L'analyse transcriptionnelle des autres senseurs
moléculaires du froid connus, ainsi qu'une expérience de knock-down chez le rat, suggérent que le
phénotype observé chez les souris KO est directement imputable a I'absence de canaux Nav1.9
fonctionnels, et non dépendante d'éventuels mécanismes compensatoires. Dans un deuxieme temps,
nous avons montré que la délétion du géne codant Nav1.9 permet de réduire I'hyperalgie au froid
induite par I'oxaliplatine (<5°C) et de supprimer completement I'allodynie (>10°C). Il n'y a par contre
aucun effet sur I'hypersensibilité mécanique, ce qui implique le canal Nav1.9 dans I'hypersensibilité au
froid de maniere spécifique. Nous confirmons ces résultats chez le rat traité par antisens, et
n'observons pas chez ce dernier modele de surexpression du canal Navl1.9 suite a une injection

d'oxaliplatine.

1. CONTRIBUTION DU CANAL NAV1.9 A LA PERCEPTION
DU FROID INTENSE

1.1. Observations comportementales

Nous montrons pour la premiere fois que le canal Nav1.9 est un acteur important de la
sensibilité nociceptive au froid. Le test d'immersion de la patte réalisé montre une forte implication du
canal dans la perception du froid a 0 et 5°C ainsi qu'une une différence notable mais non significative
entre les souris WT et KO Nav1.9 a la température de 10°C. Le cut-off de 15 s défini pour ce test peut
cependant représenter un facteur limitant pour la mise en évidence de différences entre les

génotypes a une température pour laquelle les souris sauvages présentent déja une réponse proche
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de 15 s (12,75+0,90 s contre 14,88+0,12 s pour les souris KO). Nous avons donc réalisé un second test
permettant de définir le seuil de nociception de ces animaux en éliminant ce biais. Le test de la rampe
froide (de 25 a 0°C en 25 min) nous permet de mettre en évidence une hyposensibilité significative
chez les souris KO Nav1.9 dés 11 a 12°C, caractérisée par un nombre de saut en réponse au froid
diminué. Par ce test, nous mettons en évidence non seulement un décalage du seuil de nociception
des souris KO vers des températures plus froides (1 pic de sauts & 11-12°C chez les souris WT et 3-4°C
chez les souris KO) mais aussi une diminution de l'intensité de la réaction des animaux (4,6+1,1 sauts
maximum chez les WT, 2,2+0,6 sauts chez les KO). L'existence d'un défaut de sensibilité au froid des
12°C est confirmée par le test de préférence thermique. En effet, lorsqu'on leur laisse la liberté
d'explorer librement deux plaques a 25 et 12°C, les souris KO Nav1.9 montrent un évitement moins
marqué de la plaque la plus froide que ce qui est observé chez les souris sauvages.

L'implication du canal Nav1.9 dans la perception du froid nociceptif est donc tres claire mais
aussi surprenante puisque |'étude publiée par Fumimasa Amaya et al. en 2006 n'a mis en évidence
aucune différence en termes de sensibilité au froid entre les souris WT et KO Nav1.9. Les auteurs ont
utilisé le test de la plaque froide a 0°C. Nous avons reproduit ce test (a 0 et 6°C) et avons réalisé le
méme constat. || semble que le test de la plaque froide, basé sur la latence d'apparition de la premiere
réaction comportementale pouvant étre attribuée a la perception du froid (caractérisée par un
tremblement dans I'étude de Fumimasa Amaya et al., et par le léchage des pattes avant dans le
présent travail), ne permette pas de mettre en évidence I'hyposensibilité observée chez les souris KO
Nav1.9. De la méme maniere, une étude réalisée chez des souris KO TRPA1 (Karashima et al., 2009)
soumises au test de la plaque froide a 0°C n'a permis de mettre en évidence aucune différence dans la
latence de tremblement ou de léchage des pattes (les deux réactions étant prises en compte).
Cependant, en laissant les animaux sur la méme plaque pendant 2 min et en observant la latence et le
nombre de sauts réalisés, les auteurs mettent en évidence une trés forte hyposensibilité chez les
souris KO TRPA1. Au vu de ces observations et de nos résultats, nous suggérons que le Iéchage des
pattes ou les tremblements constituent des réponses de nature non nociceptives au froid, traduisant
le caractere uniquement sensori-discriminatif de la perception thermique, alors que les sauts (que
nous avons observé lors du test de la rampe froide) seraient caractéristiques du caractere nociceptif
de la stimulation, et nécessiteraient un temps passé sur la plaque froide plus long. Ceci permettrait
d'expliquer les résultats négatifs obtenus avec le test de la plaque froide et le fait que la contribution
du canal Navl.9 dans la sensibilité au froid soit passée inapercue. Les animaux chez lesquels la
fonction du canal Nav1.9 est inhibée (par génie génétique ou stratégie antisens) conserveraient donc
leur capacité a discriminer la température, méme intensément froide, alors que la perception

nociceptive de ce froid est diminuée.
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1.2. Mécanisme d'implication

Nous avons tout d'abord quantifié chez les souris KO Nav1.9, comparativement aux souris
sauvages, |'expression des génes TRPMS8, TRPA1, Nav1.8, TREK-1 et TRAAK connus pour leur réle dans
la sensibilité au froid, douloureuse ou non. Cette analyse a priori n'a montré aucune différence de
|'expression de ces genes entre les deux génotypes. Cependant, toutes les protéines impliquées dans
la perception du froid ne sont pas connues et une étude plus compléete du transcriptome des souris KO
Nav1.9, par exemple par microarray, pourrait peut-étre permettre la découverte de génes dont
I'expression est modifiée chez ces animaux et ayant potentiellement un role dans la perception
nociceptive du froid. Nous avons réalisé un deuxieme test dans le but de contourner les phénomeénes
compensatoires pouvant éventuellement exister chez les souris KO Navl1.9, consistant a un knock-
down de Navl.9 par traitement antisens de 3 jours chez le rat. Nous observons le méme phénotype
gue chez les souris KO (hyposensibilité marquée au test d'immersion de la patte a 5°C), rendant peu
probable le réle d'une perturbation de I'expression d'un ou plusieurs autres génes, méme si nous ne
pouvons pas I'exclure totalement. Un traitement pharmacologique des animaux par la drosotoxine®
pourrait permettre de réponse de maniére définitive a cette question. En effet, si I'effet de cette
toxine sur la sensibilité au froid est immédiat (de I'ordre de quelques minutes), nous pourrons alors
exclure tout phénoméne compensatoire sur I'expression d'autres génes. Si en revanche cette toxine,
dont I'action sur I'hypersensibilité douloureuse inflammatoire est trés rapide (Gaudioso-Tyzra et al.,
soumis a publication) nécessite un temps de traitement de I'ordre du traitement antisens que nous
avons réalisé, alors la modification de I'expression d'un autre gene lui-méme senseur du froid devra
étre recherchée activement.

Si le canal Nav1.9 est lui-méme un acteur de la sensibilité douloureuse au froid, son absence
doit étre suffisante pour diminuer I'excitabilité des fibres sensibles au froid, ou au moins d'une partie
d'entre elles. Nous avons pour cela engagé un travail en collaboration avec I'équipe dirigée par Patrick
Delmas au sein de I'UMR CNRS 6231. Des neurones de DRG mis en culture sont soumis a une rampe
de température décroissante allant de 33 a 16°C en 110 s et leur activation est visualisée en temps
réel par imagerie calcique. Les premiers résultats, obtenus trés récemment, montrent une diminution
de I'activation des neurones provenant d'animaux Nav1.97 en réponse au froid, en termes de nombre
de cellules répondant a la rampe froide mais aussi par l'intensité de la réponse enregistrée au sein de
la population de cellules activées (voir Figure 48). Dans ces cellules répondantes, la température
nécessaire pour déclencher I'activation neuronale (=20°C), ainsi que la température a laquelle le pic

d'activation est enregistré (=17°C), ne different cependant pas entre les souches WT et KO Nav1.9

2 Peptide permettant une modulation négative spécifique du courant Nav1.9 (voir discussion partie I, p. 93).

143



Contribution du canal Nav1.9 a la perception du froid nociceptif et a
I'hypersensibilité douloureuse induite par I'oxaliplatine

(données non présentées). Or, nous avons montré par le test de la rampe froide que si le canal Nav1.9
était impliqué dans l'intensité de la réponse au froid in vivo, il contribuait aussi a la définition du seuil
de nociception. L'absence de réponse des souris KO aux températures de 11-12°C (premier pic de
douleur chez les souris WT) pourrait étre due a un défaut d'excitabilité d'une population de fibres
pour lesquelles la présence du canal Navl.9 est indispensable, représentée par le pourcentage de
fibres non activées par la rampe froide chez les souris KO dans la Figure 48. Dans une seconde
population de fibres a plus haut seuil d'activation (i.e. activées par des températures plus basses), le
canal Navl.9 permettrait d'amplifier la réponse sans modification du seuil d'activation. Ceci serait a
I'origine de la diminution de l'intensité de la douleur observée chez les souris KO a trés basse
température (7°C et en dessous). |l est également surprenant que la différence de réponse au froid
observée entre les neurones issus d'animaux sauvages et KO Nav1.9 puisse étre visible alors que la
rampe thermique ne descend pas sous la barre des 16°C (en comportement, nous n'observons pas de
différence entre les génotypes au-dessus de 12°C). Ceci pourrait s'expliquer par le fait qu'in vivo,
lorsque I'on applique une stimulation froide au niveau cutané, le refroidissement effectif de la peau
soit limité par l'inertie thermique du tissu, la chaleur produite localement et par I'afflux sanguin. La
température a appliquer au niveau cutané in vivo, nécessaire pour visualiser la contribution du canal
Nav1.9 dans la perception du froid, serait donc inférieure a la température d'implication du canal

Nav1.9 in vitro.
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Figure 51. Contribution du canal Nav1.9 a I'activation neuronale en réponse au froid, a I'AITC et au menthol.

Des neurones de DRG de souris WT et KO Nav1.9 ont été mis en culture et soumis a une rampe froide (33 a 16°C
en 110 s), un agoniste TRPAL (AITC 100 uM) ou a un agoniste TRPM8 (menthol 500 pM). L'activation neuronale
est suivie par imagerie calcique (sonde Fura PE 3M). Les camemberts représentent le pourcentage de cellules
activées (gris) ou non (blanc) au sein des populations Nav1.9"* et Nav1.9”. Les histogrammes représentent
I'intensité moyenne d'activation (différence des ratios 340/380 nm entre |'état de repos et le pic de la réponse)
enregistrée au sein de la population de cellules répondantes. Le nombre de neurones pris en compte pour ce
calcul est indiqué au-dessus des barres d'histogramme. *** p<0,001, Mann & Whitney rank sum test. Expérience
conduite par le Dr Lise Rodat-Despoix a I'UMR CNRS 6231.

L'activation neuronale déclenchée par un agoniste TRPM8 (menthol) ou TRPA1 (AITC) induit une
réponse calcique équivalente entre les neurones de DRG Nav1.9"* et Nav1.97 (voir Figure 51). Le
nombre de cellules activées diminue au sein de la population KO Nav1.9 suite a l'application de
menthol, mais de facon bien moins importante que ce qui est observable suite a l'application d'une

rampe froide (le nombre de cellules enregistrées en cependant encore trés faible). Les expériences de
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pharmacologie sont conduites a température ambiante (21-22°C), ce qui est la limite supérieure
d'activation du canal TRPM8 (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002a). Il n'est donc pas exclu qu'une
partie des neurones TRPMS8-positifs observés soit activée par le froid plutot que par le menthol (ou par
une action synergique des deux facteurs), ce qui pourrait conduire a un mécanisme différent. Les
données obtenues in vivo suite a l'injection intraplantaire d'antagonistes TRPM8 (iciline) et TRPA1
(cinnamaldéhyde) vont dans le méme sens que les données obtenues in vitro, puisque la réaction
douloureuse observée ne differe pas entre les souris sauvages et KO Nav1.9. Ces données semblent
indiquer que le réle joué par le canal Nav1.9 dans la perception du froid ne passerait pas par une
modulation de I'excitabilité des fibres TRPM8 ou TRPA1-positives (du moins a température ambiante).
Un refroidissement est nécessaire pour observer sa contribution a l'activation neuronale. Dans ce
contexte il faut alors vérifier que le canal Nav1.9 n'est pas lui-méme le senseur du froid.

Dans la continuité de ce raisonnement, un autre travail en cours de réalisation a I'UMR CNRS
6231 consiste a définir si le canal Nav1.9 est lui-méme un senseur du froid, ou s'il contribue a
I'excitabilité neuronale en réponse au froid de maniere indirecte. Ce travail consiste a observer
I'impact d'un refroidissement sur les propriétés électrophysiologiques du canal Nav1.9. Les résultats
préliminaires montrent que le froid (=15°C) réduit fortement le courant Nav1.9 induit par une
dépolarisation de -100 a -55 mV, contrairement a ce qui est observé pour le canal Nav1.8 qui présente
une bonne résistance au froid (Zimmermann et al., 2007, et voir Figure 52). L'effet du froid sur les
propriétés d'activation et d'inactivation du canal n'est pas encore connu et l'analyse doit étre
poursuivie. Cela dit, ces données montrent d'ores et déja que le canal Nav1l.9 n'est pas en mesure
d'induire une dépolarisation en réponse a un refroidissement et n'est donc pas un senseur direct du

froid.
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Figure 52. Effet d'un refroidissement sur les propriétés électrophysiologiques des canaux Nav1.8 et Nav1.9.

(A,C) Par patch clamp sur des neurones de DRG en culture, les courants Nav1.9 et Nav1.8 (carrés rouges) sont enregistrés en
réponse a des dépolarisations respectives de -55 et -10 mV et la température (ronds noirs) est descendue de =24°C a =15°C.
Une courbe IV (Intensité/Voltage) est réalisée pour chaque température, au temps marqués par des fleches noires. Celles-ci
sont représentées en B (Nav1.9) et en D (Nav1.8) et les protocoles de stimulation sont donnés en insert. Expérience conduite
par le Dr Christelle Gaudioso-Tyzra a 'UMR CNRS 6231.

1.3. Perspectives

Nos données montrent que le canal Nav1.9 est impliqué dans la nociception ainsi que dans
|'activation neuronale déclenchée par le froid. En revanche, il ne semble pas (ou peu) étre impliqué
dans I'activation neuronale médiée par l'activation des canaux TRPMS8 et TRPA1, ni étre le senseur
direct de la baisse de température. Le mécanisme par lequel le canal Nav1.9 intervient dans
|'excitabilité neuronale en réponse au froid reste donc tout a fait obscur.

Pour clarifier ces mécanismes, il serait intéressant dans un premier temps d'observer dans
guelle mesure ce canal Nav1.9 est colocalisé avec les canaux TRPM8 et TRPA1, dont les territoires
d'expression ne se chevauchent pas et représentent deux populations neuronales distinctes (Story et

al., 2003; Kobayashi et al., 2005). Les canaux TRPA1 et Nav1.9 étant tous deux fortement colocalisés

147



Contribution du canal Nav1.9 a la perception du froid nociceptif et a
I'hypersensibilité douloureuse induite par I'oxaliplatine

avec le canal TRPV1 (le canal TRPM8 n'étant pas colocalisé avec ce dernier), on peut penser que le
canal Nav1.9 pourrait étre colocalisé avec le canal TRPA1 (Peier et al., 2002b; Story et al., 2003; Amaya
et al., 2006). Des expériences d'hybridation in situ sont en cours au laboratoire pour explorer ces
coexpressions.

Nous souhaitons aussi évaluer l'impact de la délétion du géne codant Nav1.9 sur |'activation
médullaire en réponse au froid, au menthol et a I'AITC. Des expériences d'immunohistochimie sur des
sections de moelle épiniére d'animaux WT et KO Navl1.9 recevant l'innervation plantaire seront
réalisées. Le marquage médullaire c-Fos (marqueur de l'activité neuronale) aprés stimulation froide au
niveau de la patte, ou injection intraplantaire de menthol ou d'AITC, sera quantifié pour visualiser
dans quelle mesure le canal Nav1.9 contribue a l'activation médullaire médiée par le froid ou par
I'activation des canaux TRPM8 et TRPA1l. En plus de confirmer ou non les résultats obtenus en
imagerie calcique (implication du canal Nav1.9 dans l'activation neuronale en réponse au froid mais
pas a l'activation pharmacologique de TRPM8 ou TRPA1), cette expérience nous permettrait de
connaitre les territoires médullaires de projection des neurones au sein desquels le canal Nav1.9
contribue a la perception du froid.

L'utilisation de la technique de nerf-peau pourrait aussi se révéler intéressante. Cette technique
consiste a enregistrer |'activité électrique de fibres nerveuses isolées tout en stimulant leur champ
récepteur sur un fragment de peau dont l'innervation est conservée. L'application de rampes froides
sur des préparations de nerf-peau issues de souris sauvages et KO Nav1.9 permettrait de connaitre
plus précisément le role joué par Nav1.9 dans la genése des PA par les fibres sensibles au froid (seuil
d'activation et/ou fréquence de décharge). De plus, il serait possible a posteriori de tester leur
sensibilité au menthol et a I'AITC pour déterminer si une sous-population particuliere de fibres
(TRPMS8- ou TRPA1-positives) requiert Nav1.9 pour générer une réponse normale au froid.

Nous avons également généré au laboratoire une souche de souris double KO TRPM8”-Nav1.9”
par croisement de notre souche KO Nav1.9 avec la souche KO TRPM8 de David Julius (McKemy et al.,
2002). Ceci a pour but, en combinaison avec I'utilisation d'un antagoniste spécifique du canal TRPA1
(le HC-030031), de voir si les rbles respectifs de ces 3 canaux dans la sensibilité au froid peuvent ou
non étre additifs (voir Figure 53). Concretement, si par exemple le blocage du canal TRPA1 n'induit pas
de diminution de la sensibilité au froid chez les souris KO Nav1.9 alors qu'il a un effet chez les souris
KO TRPMS, nous pourrons en conclure que les canaux TRPA1 et Nav1.9 ont un fonctionnement couplé
au sein des mémes neurones, ou la disponibilité de chacun est nécessaire. Nous pourrions également
mettre en évidence la situation inverse (colaboration fonctionnelle entre TRPMS8 et Nav1.9), un rdle
du canal Navl.9 a la fois dans les neurones TRPMS8-positifs et TRPA1-positifs, ou encore un réle

aucunement relié a I'un ou l'autre de ces deux canaux TRP.
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Figure 53. Expérience proposée pour mettre en évidence I'éventuelle convergence des mécanismes
impliquant Nav1.9, TRPMS8 et TRPA1 dans la perception du froid nociceptif.

Les histogrammes correspondent aux seuils de douleur (déterminés arbitrairement) des animaux,
évalués par immersion de la patte a 0 ou 5°C.

Méme si l'analyse des expériences de patch clamp doit encore étre complétée (propriétés
d'activation et d'inactivation), le fait que le courant produit par le canal Nav1.9 soit négativement
régulé par le froid rend I'explication de sa contribution a la sensibilité au froid difficile. Il serait tout de
méme intéressant d'observer le comportement de neurones Nav1.9"* vs Nav1.97 soumis a une rampe
froide, en configuration cellule entiére. De cette maniere, nous serions capables d'observer les
bouffées de PA émises par les neurones en réponse a une telle stimulation et de corréler ou non ces
résultats avec |'expérience d'imagerie calcique. Il n'est pas non plus impossible que le canal Nav1.9
soit soumis a une régulation particuliére dans les neurones sensibles au froid. Pour vérifier cela, la
sensibilité au menthol ou a I'AITC des neurones patchés devra étre testée aprés enregistrement du
courant Nav1.9 pour définir 3 groupes neuronaux (TRPM8-positifs, TRPA1-positifs, et autres) et voir si
la méme observation quant a la régulation du courant Nav1.9 par le froid peut étre réalisée au sein de
ces 3 groupes.

Enfin, le role du calcium intracellulaire dans la sensibilité au froid peut étre une voie
d'investigation intéressante. Les neurones sensibles au froid sont en effet capables de répondre par
une augmentation rapide du calcium cytosolique en provenance de pools cellulaires (Thut et al.,
2003). Cette vague calcique serait directement responsable de I'activation du canal TRPA1 (Zurborg et

al., 2007) mais pourrait également modifier I'activité du canal Nav1.9 en activant par exemple la PKC.
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Cette hypothese peut étre vérifiée simplement en imagerie calcique, en inhibant la PKC dans des

neurones Nav1.9"* et Nav1.97 soumis a un refroidissement.

2. RoLE DU cANAL NAV1.9 DANS L'HYPERSENSIBILITE
AU FROID INDUITE PAR L'OXALIPLATINE

La délétion du géne SCN11A est a l'origine d'une température d'apparition de I'hypersensibilité
au froid induite par I'oxaliplatine plus basse chez les souris KO (10°C) que chez les souris sauvages
(20°C). Nous avons de plus constaté une réduction significative de l'intensité de cette hypersensibilité
pour les températures de 10 et 5°C (considérée comme de I'hyperalgie). Le canal Nav1.9 est donc
indispensable a I'apparition de I'allodynie au froid (215°C, idée renforcée par I'absence de réponse des
souris KO au test de l'acétone), mais il contribue également a I'hyperalgie au froid (<10°C),
certainement avec un ou plusieurs autres acteurs essentiels puisqu'il ne permet pas une restauration
compléte des seuils de nociception. L'implication du canal Nav1.9 dans I'allodynie au froid, et ce des
20°C, est paradoxale au vu des températures extrémes (<5°C) impliquant le canal Nav1.9 chez I'animal
sain. Il n'est donc pas exclu qu'il existe une régulation particuliere du canal Nav1.9 par I'oxaliplatine,
impliquant le canal Navl.9 dans I'hypersensibilité induite par I'oxaliplatine via un mécanisme
dépassant son réle dans la sensibilité au froid physiologique.

Nous n'avons pas mis en évidence de surexpression du canal Nav1.9 chez le rat apres injection
d'oxaliplatine. Il faudra cependant valider cette observation chez la souris, modéle chez lequel nous
avons réalisé la majeure partie des expériences comportementales. L'expression du canal devra de
plus étre étudiée par immunohistochimie pour éliminer une possible régulation post-
transcriptionnelle comme observé suite a une inflammation plantaire subaigué dans la premiere partie
de la these. Une régulation positive du canal Nav1.8 a par exemple été montré chez la souris suite a
une injection unique d'oxaliplatine (Descoeur et al.,, 2011), et il n'est pas impossible que des
mécanismes différents aient lieu entre le rat et la souris.

Nous n'avons pas a l'heure actuelle suffisamment d'éléments pour expliquer par quel
mécanisme |'oxaliplatine agit sur I'excitabilité neuronale et implique le canal Nav1.9. Le role des
especes oxygénées réactives dans la toxicité neurosensorielle de I'oxaliplatine a par exemple été
démontré, impliquant une surexcitabilité des fibres C IB4-positives non dépendante des voies de
signalisation canoniques de la cellule (calcium intracellulaire, PKA et PKC, Joseph et al., 2008).
Cependant, ce phénomene semblerait impliquer largement le canal TRPA1, sensibilisé in vivo par le
stress oxydant (del Camino et al., 2010), et dont le blocage ou le knock-out permet de supprimer

totalement I'hypersensibilité douloureuse induite par I'oxaliplatine. Le HC-030031 (antagoniste TRPA1)
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permet en effet de réduire I'hypersensibilité mécanique (test de von Frey) et thermique (immersion de
la queue a 10°C) chez le rat (Nassini et al., 2011). Dans la méme étude, les auteurs montrent que le KO
TRPA1 chez la souris permet de réduire I'hypersensibilité mécanique (von Frey) et I'allodynie au froid
(test de l'acétone). Le résultat obtenu avec le HC-030031 sur I'hypersensibilité mécanique a été
retrouvé chez la souris (Descoeur et al., 2011), mais I'hypersensibilité au froid induite par
I'oxaliplatine, évaluée par le test de la rampe froide dans ce second article, n'est pas corrigée par le
traitement au HC-030031. Concernant les canaux Nav cependant, aucune preuve expérimentale ne
nous permet a I'heure actuelle de faire un lien direct entre le stress oxydant et leur fonction. Un
impact éventuel des especes oxygénées réactives pourra faire l'objet d'une expérience simple,
consistant a observer en patch clamp l'effet de molécules réactives sur le courant Navl.9 (4-
hydroxynonenal ou directement H,0,, comme utilisé pour montrer I'activation du canal TRPA1 par les
especes oxygénées réactives, Andersson et al., 2008).

Une autre hypothese mécanistique évoquée est le réle du calcium extracellulaire. L'oxalate,
produit par le métabolisme de I'oxaliplatine, induirait une modification de la charge membranaire par
chélation des cations divalents, notamment du calcium extracellulaire. Le calcium et |'oxalate étant
excrétés ensemble, I'homéostasie calcique serait fortement perturbée et ceci pourrait en partie étre a
|'origine des troubles neurosensoriels observés (Gamelin et al.,, 2007). En effet, les perfusions de
Mg*/Ca®* permettent d'améliorer significativement les symptémes douloureux induits par
I'oxaliplatine chez le rat (Ling et al., 2007a) comme chez I'Homme (incidence et intensité, Gamelin et
al., 2004). D'aprés les auteurs de ce dernier article, cette forte déplétion en calcium perturberait la
fonction des canaux Nav en modifiant la charge membranaire. Un effet positif de la lidocaine ou de la
mexilétine (deux bloqueurs non-spécifiques des canaux Nav) par voie systémique sur I'hypersensibilité
mécanique et thermique (au froid) induite par I'oxaliplatine a pu étre montré chez le rat (Ling et al.,
2007a; Egashira et al.,, 2010), appuyant cette hypothése. Il a de plus été montré que l'injection
d'oxalate provoquait I'apparition d'une hypersensibilité au froid chez le rat, sans induire d'allodynie
mécanique (Sakurai et al., 2009), ce dernier symptome étant spécifiquement induit par le
diaminocyclohexane-platine, métabolite actif de I'oxaliplatine. L'administration de calcium permet de
plus de prévenir I'apparition de I'hypersensibilité au froid spécifiquement. L'oxalate pourrait donc bien
agir sur les canaux Nav via une déplétion calcique, induisant une hypersensibilité au froid, ce qui irait
dans le sens de nos résultats impliquant le canal Navl.9 dans I'hypersensibilité au froid
spécifiqguement. L'effet de I'oxaliplatine et de I'oxalate sur le courant Nav1.9 pourrait étre observé en
patch clamp, et leur effet sur I'émission de PA (en configuration cellule entiére) pourrait également

étre observé en comparant des cellules Nav1.9"* et Nav1.9”. Cette technique nous permettrait
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également de tester l'impact d'une augmentation du calcium extracellulaire sur I'excitabilité des
neurones Nav1.9"* et Nav1.9”.

Un modele de neuropathie chimio-induite par traitement chronique a I'oxaliplatine a été mis au
point chez le rat au laboratoire (Ling et al., 2007a), et est également réalisable chez la souris (Renn et
al., 2011). Chez le rat, une hypersensibilité au chaud, symptome présent chez 'Homme (Attal et al.,
2009), est également observée apres quelques jours, signe que des mécanismes différents se mettent
en place sur le mode chronique. Dans une perspective a visée plus proche de la clinique, nous devrions
valider notre concept sur ce modele, reproduisant plus fidelement le mode de traitement comme la
symptomatologie clinique. Ceci nous permettrait d'observer si le canal Nav1.9 est d'avantage impliqué
dans la mise en place de I'hypersensibilité que dans son maintien (comme nous l'avons montré pour
I'inflammation chronique sur le modéle de monoarthrite). De plus, nous avons montré sur le mode
aigu que le canal Nav1.9 était spécifiquement impliqué dans I'hypersensibilité au froid (pas d'impact
du KO sur I'hypersensibilité mécanique). Son implication dans I'hypersensibilité thermique au chaud
devrait étre testée. Il serait enfin tres intéressant de combiner ce modeéle de neuropathie chimio-
induite avec le blocage pharmacologique du canal Nav1.9 par la drosotoxine. Par une telle étude, nous
pourrions de plus déterminer si la drosotoxine présente un intérét préférentiellement préventif ou
curatif. En effet, les symptémes neurotoxiques de |'oxaliplatine sur le mode aigu sont un critére
prédictif de I'apparition d'une neuropathie apres traitement chronique (Attal et al., 2009), et un effet
préventif sur I'apparition d'une neuropathie pourrait étre possible. L'objectif serait alors de comparer
I'effet d'un traitement préventif par la drosotoxine, administrée tout au long des cures de
chimiothérapies, avec l'effet d'un traitement curatif, administré a la fin des cures, quand les
symptomes douloureux sont installés. L'utilisation de ce modeéle chronique, plus proche de la clinique,
combinée a un blocage pharmacologique du canal Nav1.9, pourrait se révéler plus prédictive quant a
I'intérét du canal Nav1.9 en tant que cible thérapeutique pour la prise en charge de la neuropathie

chimio-induite par I'oxaliplatine chez 'Homme.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail de thése a permis de caractériser le réle joué par le canal sodique Nav1.9 dans la
douleur inflammatoire aigué a chronique. L'utilisation de différents modeles (souris knock-out ou rat
traité par antisens) ainsi que la confrontation de données comportementales (acquises par différents
tests de sensibilité thermique et mécanique), moléculaires/cellulaires et électrophysiologiques nous a
permis de tirer des conclusions claires quant au role joué par le canal Navl.9 dans la douleur
inflammatoire in vivo, et d'apporter des éléments de réponse importants quant a son mode
d'implication dans ce type de douleur. Il contribue en effet a la génération de douleurs aigues
spontanées ainsi qu'a I'hypersensibilité douloureuse au chaud et a la pression mécanique induite par
une inflammation aigué ou chronique. La réduction de la douleur induite par une inflammation
articulaire chronique (monoarthrite), et notamment du déséquilibre postural qui en découle, est
particulierement intéressante si I'on considére la forte incidence de pathologies inflammatoires
articulaires chez I'Homme. Parallelement a ces résultats comportementaux, nous avons montré une
surexpression de canaux Nav1.9 au niveau des corps cellulaires des fibres afférentes primaires et des
troncs nerveux cutanés suggérant une augmentation du transport axonal de ces canaux vers la
périphérie. Ces canaux se sont révélés étre non fonctionnels au niveau des corps cellulaires et nous
proposons donc qu'ils constituent un pool de réserve destiné a augmenter l|'excitabilité des
terminaisons nerveuses.

La conduite d'un projet de recherche parallele nous a également permis de montrer
I'implication du canal Nav1.9 dans la sensibilité douloureuse au froid, a la fois physiologique et
pathologique. En effet, le knock-out de Nav1.9 chez la souris, comme son knock-down chez le rat,
induisent une hyposensibilité au froid intense (< 5 a 12°C selon les tests). Chez I'Homme, la
chimiothérapie anticancéreuse par perfusion d'oxaliplatine est connue pour induire une forte
hypersensibilité douloureuse, notamment au froid, pouvant altérer la qualité de vie des malades au
point d'étre a l'origine d'un arrét prématuré du traitement. Nous montrons également que le canal
Nav1.9 joue un role important dans I'hypersensibilité au froid (allodynie et hyperalgie) induite par
I'oxaliplatine chez la souris et le rat.

Notre étude ouvre donc des perspectives de recherche nouvelles, tant sur le plan fondamental
que préclinique. En effet, nous proposons tout d'abord pour la premiere fois que le canal Nav1.9 soit
un acteur de la perception physiologique du froid intense. Bien que les mécanismes impliquant le
canal Nav1.9 dans ce phénomeéne soient a I'heure actuelle encore inconnus, ce constat apporte un

nouvel élément a intégrer pour la compréhension de la transduction sensorielle du froid par les fibres
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afférentes primaires. Sur le plan préclinique, nous montrons que le ciblage pharmacologique du canal
Nav1.9 dans le cadre de douleurs inflammatoires d'étiologies tres diverses, mais également de la
neuropathie chimio-induite par I'oxaliplatine, pourrait s'avérer efficace dans la réduction de
I'hypersensibilité douloureuse, spécifiquement, avec un ratio bénéfice/risque trés intéressant lié a la
spécificité du canal Nav1.9 pour les voies périphériques de la douleur.

La découverte récente d'une toxine, la drosotoxine, inhibant spécifiguement I'activité du canal
sodique Nav1l.9, devrait justement permettre de confirmer ces observations par la pharmacologie. Elle
est non cytotoxique et son administration in vivo par voie systémique ne produit pas d'effets
indésirables, mais permet de réverser I'hypersensibilité thermique et mécanique induite par une
inflammation plantaire subaigué comme ce que nous avons observé chez la souris knock-out ou le rat
traité par injections d'antisens anti-Nav1.9. Nous avons donc I'espoir que le blocage du canal Nav1.9
puisse un jour faire partie de l'arsenal thérapeutique des cliniciens pour le traitement des troubles

douloureux inflammatoires et de certains cas de neuropathies sensorielles.
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MATERIEL ET METHODES

1. ANIMAUX

Les expérimentations sont réalisées en accord avec le texte de loi régissant |'expérimentation
animale en Europe, "European Community guiding in the care and use of animals" (86/609/CEE). Les
recommandations du comité d'éthique de I'association internationale pour |'étude de la douleur (IASP)
ont également été suivies (Zimmermann, 1983). La certification a expérimenter sur animaux vivants
n°63-185 a été délivrée par la préfecture du Puy-de-Déme. Enfin, les protocoles utilisés ont tous fait
I'objet d'une validation par le Comité Régional d'Ethique en Matiére d'Expérimentation Animale
Auvergne (n°CE13-10, CE09-08 et CE07-08). Les animaux sont stabulés en atmospheére régulée
(pression et hygrométrie), en cycle jour-nuit de 12 h / 12 h, et ont un accés illimité a I'eau et a la
nourriture.

Les souris utilisées (20-35 g, méles) sont de souche C57BI6/J et les rats (150-175 g, méles) de
souche Sprague Dawley. Les rats, ainsi que les souris utilisées pour les expériences ne nécessitant pas
de comparaison avec un groupe KO, proviennent des laboratoires Charles River. Ces animaux ne sont
utilisés qu'apres une semaine de repos et d'habituation aux conditions de l'animalerie. Les souris
transgéniques (voir chapitre 1.1) et leurs congénéres WT sont quant-a-elles issues de la reproduction.
Les animaux nés a l'animalerie sont sevrés aux alentours de 15 g (env. 4 semaines), séparés en
fonction de leur génotype (voir chapitre suivant), puis inclus dans les protocoles expérimentaux une
fois le poids de 20 g atteint. A ce stade, un aveugle est réalisé pour que |'expérimentation soit faite

sans connaissance du génotype.
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1.1. Souches transgéniques

La souche Nav1.9” a été générée par Glaxo Smith Kline & partir d'un fond C57BI6/J comme
décrit par Francois Maingret et al. (2008). Une cassette stop/IRES/LacZ-pA, suivie d'une seconde
cassette loxP/neo/loxP, ont été insérées entre les exons 5 et 8 du géne Scnlla (voir Figure 54). Ceci
résulte en une délétion des exons 6 et 7, et en la production d'une protéine tronquée non

fonctionnelle.

Wild type
locus
b 2] (314 [s] (6] [7] (8] [s] [0l [ 28 1|
I "\
| ~
Targeting X i M X
construct I N

| s
[MC1-tk-pAMC1-tk-pA | [5[stop/IRES/LacZ-pA

Disrupted
locus

[l [27] [3]1[4  [5]stop/iRESLacz-pA P neo B [8] [9] [ 28 ]

Figure 54. Contruction de la souche de souris KO Nav1.9.

Cette figure représente l'allele wild-type, le vecteur transfecté, et l'allele muté issu de la
recombinaison homologue entre les deux premiers (représentée par les lignes pointillées). Les carrés
représentent les exons, les triangles noirs représentent les sites loxP spécifiques de la recombinase
Cre (permettant I'excision du fragment encadré). La double cassette MC1-tk-pA codant pour une
thymidine kinase d'Herpés Simplex Virus permet un crible négatif des cellules dans lesquelles la
recombinaison n'a pas eu lieu (par ajoute du subtrat 1-(2-desoxy-2-fluoro-B-D-arabinofuranosyl)-S-
iodouracil, dont le métabolite est toxique). Le crible positif est réalisé grace a l'insertion d'une cassette
neo conférant la résistance a la néomycine. Le transgene, outre la cassette neo, contiens 3 éléments :
un codon stop mettant fin prématurément a la traduction de la protéine Navl.9, un site interne
d'entrée des ribosomes (IRES pour "Internal Ribosome Entry Site") permettant l'initiation d'un
nouveau transcrit apres le codon stop, ce transcrit étant le géne rapporteur LaczZ-pA, codant pour
I'enzyme dégradant le X-Gal et formant un précipité bleu (Maingret et al., 2008).

Le génotypage est effectué sur un petit prélevement de poils réalisé sous I'abdomen. Cette
technique, mise au point dans le cadre de cette thése, présente les avantages d'étre tres rapide, de ne
pas étre traumatisante pour les animaux (en comparaison a une amputation de Il'extrémité de la
queue), d'étre réalisable sans anesthésie, et autorise par la suite l'inclusion des animaux génotypés
dans des protocoles expérimentaux. Une petite touffe de poils est prélevée sous I'abdomen a l'aide
d'une pince. Les follicules pileux sont lysés par du NaOH 50 mM pendant 5 min a 100°C. La solution est
neutralisée au Tris-HCl apres une forte agitation au vortex. Apres centrifugation et incubation a 65°C
pendant 5 min, les échantillons sont directement analysés par PCR en prélevant un volume arbitraire
de 8 pl. Pour la réaction de PCR, le kit AmpliTaq d'Applied Biosystems est utilisé. 4 amorce sont
intégrées dans le mix de PCR : Nav1.9 WF (5'-TGCTTTGTAGATACGTCTTCATTGGG-3'), Nav1.9 WR (5'-
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ACCATACTGTGACTAGCATTAATCCTC-3'), Navl.9 MF (5'-AATGGGCTGACCGCTTCCTCGTG-3') et Navl.9
MR (5'-CAAAGCTGGACAAGACTCAGCTAT-3'). La bande Nav1.9 WT a 480 bp et la bande Nav1.9 KO a
430 bp (voir Figure 55). La migration est effectuée dans un gel d'agarose 1,5% et la révélation est
réalisée par marquage a I|'EZ-Vision (Mandel, intercalant non-toxique, substitut du bromure

d'éthidium).

Figure 55. Exemple d'un résultat de génotypage des

1kbp -S— souris WT et KO Nav1.9.
= La PCR (kit AmpliTag, Applied Biosystems) est
P—— réalisée sur échantillons d'ADN issus de follicules
s WT WT pileux. La migration est réalisée a 180V dans un gel
KO KO d'agarose a 1,5%. Les amplicons sont détectés grace

500bp - —_— e m - au marqueur EZ-Vision (Mandel). Les bandes
400 bp - * . - * attendues sont de 430 bp pour l'alléle KO et de 480

bp pour I'allele WT.

1.2. Modéles et traitements

NB : toutes les injections intraplantaires sont réalisées dans la patte arriere gauche (sauf pour

le formaldéhyde, injecté dans la patte arriére droite).

toutes les drogues utilisées, sauf indication contraire, sont injectées a pH 7-7,2.

le sérum physiologique est préparé au laboratoire : NaCl 0,9% dans I'eau déminéralisée,
pH 7, autoclavé et stocké a 4°C.

L'inflammation aigué est induite chez la souris par injection de 15 pl de formaldéhyde dilué a
5% dans du sérum physiologique au niveau de la patte arriére droite, ou de 10 pl de formaldéhyde 2%
dans la lévre supérieure droite (voir chapitre 2.1, p. 158).

L'inflammation subaigué est induite par injection intraplantaire de 20 ul (souris) ou 50 pl (rat)
de carragénine A diluée a 3% dans du sérum physiologique. Les tests sont réalisés a 2,4, 6 8 et 24 h
post-injection chez la souris, et a 4 h chez le rat.

L'inflammation chronique (monoarthrite) est induite chez la souris sous anesthésie gazeuse a
I'isoflurane 2% par deux injections sous-cutanées de 15 ul de CFA contenant 5 pg/ul de
Mycobacterium tuberculosis stérilisés, de chaque co6té de l'articulation tibio-tarsale (=cheville)
(Chillingworth et Donaldson, 2003). Les tests sont réalisés aux jours 3, 7, 10, 14 et 21 suivant
I'induction du modele. L'indométacine, anti-inflammatoire utilisé comme controle positif, est
administrée quotidiennement a l'aveugle par voie intrapéritonéale, en suspension dans la
méthylcellulose 0,5% et a la dose de 1 mg/kg.

NB : le suivi de la réaction inflammatoire est effectué par mesure de |',edéme plantaire ou

articulaire (selon le modéle considéré) a I'aide d'un micrometre.
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L'iciline et le cinnamaldéhyde (Sigma) sont injectés en intraplantaire dans un volume de 25 ul a
la dose de 14 mM. L'iciline est dissoute dans un mélange de sérum physiologique et de
diméthylsulfoxide (1:1). Le cinnamaldéhyde est dissout dans du sérum physiologique 0,5% Tween-80.

La neuropathie est induite chez la souris comme chez le rat par une injection unique
d'oxaliplatine a la dose de 6 mg/kg, diluée a 1 mg/ml dans une solution de glucose 5% dans de I'eau.
Chez la souris, les tests sont effectués entre 72 et 120 h post-injection. Chez le rat, les tests sont
effectués 72 h post-injection (pendant ces 72 h, le traitement antisens est administré).

Le knock-down de Nav1.9 est réalisé chez le rat par injection intrathécale®® d'ODN antisens (5'-
GCTCTGTTCTTGAGCTTTCTC-3'), complémentaires du transcrit Nav1.9 (Porreca et al., 1999). Les ODN
sont dilués dans du sérum physiologique et administrés 2 fois par jour pendant 3 jours (toutes les 12
h) avant les tests comportementaux a une dose de 12,5 ug par injection et dans un volume de 10 pl.
Un groupe d'animaux recoit des ODN "Mismatch" ne ciblant aucun transcrit (5'-
GCCTTGTCTTTGGACTTCTTC-3'), et un autre groupe recoit le véhicule seul pour s'assurer que les ODN

n'induisent pas d'effet par eux-mémes. Les traitements sont administrés en aveugle.

2. TESTS COMPORTEMENTAUX

2.1. Test de douleur aigué spontanée (formol)

Les souris sont habituées pendant 20 min a l'enceinte de test constituée d'une face
transparente en plexiglass et de 3 miroirs (25x25x60 cm). Aprés l'injection sous cutanée de
formaldéhyde (voir p. 157) dans la patte arriere (15 pl, 5%) ou la levre supérieure droite (10 pl, 2%), le
léchage des animaux est chronométré pendant 45 min par tranches de 5 min (formol plantaire) ou 3
min (formol facial). Une sommation du temps de léchage est faite pour les deux phases du test : 0 a
5/3 min (plantaire/facial) pour la phase d'irritation, et 10/9 min (plantaire/facial) a 45 min pour la
phase de douleur inflammatoire. L'expérience de formol facial a été menée a I'U929 INSERM avec

I'aide du Pr Philippe Luccarini.

2.2. Test de von Frey

Ce test consiste en l'application de filaments de von Frey de force croissante (0,008 a 2 g)
perpendiculairement a la volte plantaire de I'animal jusqu'a ce que le filament se courbe (voir Figure

56). Cette opération est répétée 5 fois par filament et les filaments sont passés par ordre de force

% L'injection se fait sous anesthésie légére a l'isoflurane, entre les vertebres L5 et L6, selon la procédure décrite
par Christine Mestre et al. (1994).
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croissante. Le premier filament induisant au moins 3 réponses (retrait, léchage de la patte) sur 5 est
retenu comme le seuil de douleur de I'animal en grammes. Pour ce test, les animaux sont placés dans
des boites opaques (85x35 mm) fermées sur le dessus, et a fond grillagé pour permettre I'acces a la

vo(te plantaire, 1 h avant le début du test.

Figure 56. Kit complet de filaments de von Frey.
Source : http://www.koreatechinc.com

2.3. Dynamic Weight Bearing

Ce nouveau test a été mis au point au laboratoire dans le cadre de cette thése. La distribution
pondérale des souris sur leurs quatre membres (ainsi que sur un cinquiéme appuis artificiel nommé
"autres", regroupant abdomen, queue et testicules) est évaluée grace a ce systéme (Bioseb) qui
consiste en une cage de 11x11x22 cm dont le sol est tapissé d'un maillage de 44x44 capteurs de
pression, permettant une mesure en temps réel du poids appliqué par I'animal sur chacun de ses

membres (voir Figure 57).
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Figure 57. Le Dynamic Weight Bearing.
Cette photo illustre un rat dans la cage tapissée de capteurs. La caméra permet a posteriori d'attribuer les
appuis enregistrés aux différents membres de I'animal pour I'analyse. Source : htt://www.bioseb.com

Les animaux sont laissés en champ libre dans le systeme pendant 5 min durant lesquelles ils
sont filmés et la pression appliquée sur les capteurs est enregistrée a une fréquence de 10 Hz. A I'aide
du logiciel Dynamic Weight Bearing v1.3.2h, chaque point de pression dépassant les seuils de surface
et de poids déterminés de maniére automatique par le logiciel est attribué a un appui précis de
I'animal (patte arriere droite, pattes avant groupées, groupe "autres"... etc.). Les résultats retenus
comme critéres d'évaluation de la douleur sont le ratio de poids ipsi/controlatéral des pattes arrieres,
le poids appliqué sur les pattes avant, et le pourcentage de temps passé avec la patte injectée en

suspension.

2.4. Test de pression de la patte

Ce test est réalisé chez le rat grace a un analgésimétre de Randall et Selitto (Ugo Basil). Une
pression croissante est appliquée sur la patte de I'animal jusqu'a vocalisation. La pression maximale
est définie a 450 g pour éviter de léser la patte. Deux passages sont réalisés (voir un troisieme en cas

de valeur aberrante) et moyennés pour déterminer le seuil de douleur de I'animal en grammes.

2.5. Tests d'immersion de la patte et de la queue

La patte ou la queue de I'animal sont plongés dans un bain-marie agité et thermostaté jusqu'au

retrait. La latence de retrait est chronométrée et |'opération est répétée aprés 2 min. Les deux
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premieres latences obtenues ne différant pas de plus d'une seconde sont retenues et moyennées pour
définir le seuil de douleur de I'animal en secondes. Un cut-off de 15 s est définit pour éviter toute
|ésion. Pour la souris, il est nécessaire de contenir les animaux dans un carré de tissu et de les habituer
a cette contention ainsi qu'a I'expérimentation plusieurs jours avant le début du protocole, jusqu'a ce

qu'ils aient un comportement calme et montrent des seuils reproductibles.

2.6. Test de préférence thermique

Ce systéme (Bioseb) consiste en deux plaques dont la température peut-étre définie par
I'expérimentateur, entourées d'une cloison (33x16,5x30 cm), et sur lesquelles une souris peut se
déplacer librement. Une plaque dite "de référence" est placée a 25°C tandis que la plaque "test" est
placée a une température définie par le protocole expérimental. La souris est déposée dans I'obscurité
sur l'une ou l'autre des plaques (de maniére randomisée), et ses déplacements sont suivis a l'aide
d'une caméra infrarouge. L'obscurité a pour but de limiter le stress chez I'animal et de favoriser un
comportement d'exploration. La valeur retenue est le temps passé sur la plaque test, en secondes. Un
second passage est réalisé en inversant les températures des deux plaques, et les deux scores sont

moyennés.

2.7. Test de la plaque froide

Les animaux sont déposés sur une plaque a 25°C (16,5x16,5 cm), fermée par une cage en
plastique transparent, pour habituation pendant 5 min. L'animal est ensuite redéposé dans sa cage le
temps de réduire la température de la plague a 0°C ou 6°C, puis il est repositionné sur la plaque
jusqu'a produire un comportement douloureux (saut ou léchage des pattes, cut-off de 30 s a 0°C, 60 s
a 6°C). Le seuil de douleur est défini par la latence de léchage des pattes avant en secondes. Les

animaux montrant un comportement de "freezing" (prostration) sont éliminés.

2.8. Test de la rampe froide

Les souris sont placées sur une plaque a 25°C dans l'obscurité. Le systéeme utilisé est le méme
que celui décrit pour la plaque froide (voir 2.7). La température est descendue a 0°C au rythme de
1°C/min et de facon linéaire. Les sauts produits par I'animal sont comptabilisés par tranches de 1 min

(ou par °C).
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2.9. Test de I'acétone

Les souris sont positionnées sur la grille et dans les compartiments du test de von Frey (voir
chapitre 2.2). Aprés 1 h d'habituation, une goutte d'acétone a température ambiante est déposée
sous la vo(te plantaire des animaux a l'aide d'une pipette, produisant un refroidissement léger par
évaporation rapide. C'est le temps de léchage en secondes qui est pris en compte pour caractériser la

sensibilité au froid.

3. IMMUNOHISTOCHIMIE

Protocole "tissus non fixés - congelés" (Frangoise Padilla, UMR CNRS 6231, équipe P Delmas) :

Les animaux sont euthanasiés par décapitation aprés anesthésie a l'isoflurane. Les DRG et les
échantillons de peau sont rapidement prélevés et incubés 1 h dans du tampon phosphate (PBS pour
"Phosphate Buffer Saline") 4% sucrose puis 1 h dans du PBS 15% sucrose avant d'étre inclus dans du
milieu Tissue-TEK OCT et congelés dans l'isopentane refroidi a -60°C (bain-marie de
carboglace/éthanol). Des coupes de 14 um sont réalisées au cryostat et fixées sur lames SuperFrost
Plus. Les lames sont incubées dans le tampon de blocage (PBS 0,1% triton X-100, 3% albumine de
sérum bovin) pendant 1 h. Les anticorps primaires sont ensuite mis au contact des coupes dans le
tampon de blocage sans triton X-100, a 4°C pendant une nuit (anti-Nav1.9, clone L23 (Padilla et al.,
2007), lapin, et anti-Périphérine (Chemicon), souris, tous deux au 1/400). Aprés plusieurs lavages dans
le PBS, les lames sont incubées avec les anticorps secondaires dans le tampon de blocage sans triton
X-100 pendant 1 h a température ambiante (anti-lapin, chévre, Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) et
anti-souris, chévre, Alexa Fluor 546 (Molecular Probes), tous deux au 1/400). Aprés plusieurs lavages
dans le PBS, les lames sont montées avec du Mowiol. L'observation est réalisée sur un microscope a
épifluorescence classique muni du logiciel d'acquisition CellR (Olympus) pour les coupes de DRG, et sur
un microscope a illumination structurée Apotome (Zeiss) pour les coupes cutanées. L'édition des
images est réalisée a I'aide du logiciel Photoshop (Adobe). Les clichés (8 bits, 256 niveaux de gris) sont
tous réalisés avec les mémes parametres d'acquisition, de fluorescence et d'exposition, et ont fait
I'objet d'un traitement identique. De plus, les échantillons d'une méme expérience sont traités par des
anticorps issus d'un lot unique. La quantification du marquage Nav1l.9 dans les DRG est réalisée a
I'aide du logiciel cellR. Une région d'intérét de 5,3 um de diametre est définie dans le cytoplasme des
neurones, et le bruit de fond (mesuré sur 3 régions distinctes par cliché) est enfin soustrait a la

fluorescence mesurée dans chaque cellule.
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Protocole "tissus fixés - paraffine" (UMR INSERM 766, équipe A Eschalier) :

Les animaux sont euthanasiés par décapitation apres anesthésie a l'isoflurane. Les DRG et les
échantillons de peau sont rapidement prélevés et incubés 2 h dans une solution de paraformaldéhyde
4% (pH 7,4). Les DRG sont ensuite déshydratés et imprégnés de paraffine dans un automate STP120
(Microm) selon la séquence de bains suivante : 60 min éthanol 70%, 60 min éthanol 95%, 90 min
éthanol 100%, 45+45+60 min éthanol 100%, 30+60+90 min toluéne, 90+120 min paraffine a 56°C. Les
DRG sont ensuite inclus dans des blocs de paraffine et stockés a température ambiante. Les coupes
sont réalisées avec une épaisseur de 5 um puis déparaffinées/réhydratées selon la séquence de bains
suivante : 30 min a l'air libre a 56°C, 3 x 5 min xyléne, 2 x 5 min éthanol 100%, 2 x 5 min éthanol 95%, 2
x 5 min eau distillée. Un démasquage des épitopes est ensuite réalisé par incubation des lames 20 min
a 100°C dans un tampon de tri-sodium citrate a 10 mM et les peroxydases endogénes sont inhibées
par un traitement de 10 min au peroxyde d'hydrogene 3%. Aprés 1 h de blocage (sérum de veau
foetal), I'anticorps primaire (anti-Nav1.9 #ASC-017, Alomone, lapin, dilué au 1/200) est incubé a 4°C sur
la nuit dans le tampon Dako S2022. L'anticorps secondaire (anti-lapin conjugué a la biotine, #K0690,
Dako) est ensuite incubé 30 min a température ambiante dans le tampon fourni. Une amplification est
réalisée par incubation d'un complexe streptavidine/HRP (peroxydase de radis noir, Dako) pendant 30
min, puis la révélation est effectuée par mise en contact des coupes avec le chromogéne
diaminobenzidine (Dako) jusqu'a obtention d'une coloration suffisante (les lames étant toutes
incubées pendant un temps égal). Les lames sont ensuite montées en milieu de montage aqueux et les
clichés de microscopie sont réalisés en lumiére blanche sur un microscope Eclipse E800 équipé d'une

caméra digitale (Nikon).

4. RT-PCR QUANTITATIVE

4.1. Extraction d'ARN et rétrotranscription

Les animaux sont sacrifiés par décapitation apres anesthésie a l'isoflurane. Les DRG sont
prélevés rapidement en immersion dans du PBS 10 mM acide éthyléne diamine tétracétique (EDTA)
refroidis dans la glace, congelés dans |'azote liquide, puis stockés a -80°C. Pour les expériences
nécessitant de travailler sur les DRG innervant la patte, les ganglions L4 a L6 sont prélevés en séparant
les DRG ipsi et controlatéraux (rat ou souris). Pour assurer une quantité d'ARN suffisante, chaque
échantillon est le résultat d'un pool de DRG issu de 5 animaux différents (soit 15 DRG ipsi et 15 DRG
controlatéraux). Pour les autres expériences (i.e. la qPCR KO Nav1.9 vs WT) un maximum de DRG est
prélevé entre les segments T12 et L6 (env. 12 a 14 DRG) et chaque échantillon est constitué d'un pool

de DRG provenant d'un animal unique. Les ARN sont extraits grace au kit RNeasy mini (Qiagen) selon
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les instructions fournies, en incluant une étape de traitement a la DNase | (Qiagen) destinée a
dégrader I'ADN génomique. Les ARN purifiés sont quantifiés par mesure de |'absorbance a 260 nm
(A260) sur un spectrophotométre V-550 (Jasco), la qualité est évaluée par analyse des ratios
A260/A280 et A260/A230, et leur intégrité est évaluée par électrophorése dans un gel d'agarose 1,5%.
La rétrotranscription est ensuite effectuée sur 1 ug d'ARN dans un volume de 20 ul avec le kit de

rétrotranscriptase Superscript Il (Invitrogen), en suivant le protocole fourni.

4.2. qPCR

Les amplifications de PCR sont réalisées sur systeme Mastercycler ep realplex (Eppendorf). Tous
les échantillons sont analysés en tripliquets dans un volume final de 6,3 ul contenant 1,3 ul d'ADNc
dilués au 1/40, 500 nM d'amorces, 3 mM de MgCl,, et le mix LightCycler Fast-Start SYBR Green
(Roche). Avant la PCR, une étape d'activation de la polymérase est réalisée pendant 8 min a 95°C. Le
protocole d'amplification consiste ensuite en 10 s de dénaturation a 95°C, 5 s d'hybridation a la
température T, (voir Tableau 6), et 10 s d'élongation a 72°C, répété pendant 40 cycles. La température
d'hybridation optimale est déterminée expérimentalement par la réalisation d'un gradient de
température. La spécificité de I'amplification est vérifiée par analyse de la courbe de fusion (acquise
sur une rampe de 95 a 60°C en 10 min, avec suivi de la fluorescence en temps réel) et par
électrophorése sur gel d'agarose 3%. Les couples d'amorces (voir Tableau 6) n'étant pas issus de la
bibliographie sont dessinées de fagon a recouvrir un intron pour éviter I'amplification d'ADN
génomique résiduel. Les quantités relatives d'ADNc sont déterminées en fonction du cycle de sortie
(Ct) par rapport a une gamme de dilution d'ADNc de 1/10 a 1/640 (facteur 2). Pour chaque
échantillon, la quantité relative d'ADNc d'un gene d'intérét est enfin normalisée par la quantité
relative du géne de ménage HPRT ("Hypoxanthine-guanine Phosphoribosyltransferase"). Ce géne a été
retenu parmi 5 génes de ménage (HPRT, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ou GAPDH, 2-
microglobuline, ARN ribosomal 18S, B-actine) dont la stabilité d'expression a été analysée sur des

échantillons d'animaux enflammeés (2, 8 et 24 h post-carragénine) vs non enflammés.

. Taille
Th LELL amplicon
Espéce = Transcrit RefSeq Séquences primers 5'-->3' o amplicon ) P N Référence
(°C) (pb) génomique
(pb)
Laboratoire de
Souris/ For : TTGCTGACCTGCTGGATTAC Nutrition
Rat HPRT NM_013556 Rev : AGTTGAGAGATCATCTCCAC 64 149 6530 Humaine
(Clermont-Fd)
. For : AATGTGTCCGTCGTGGATCTGA (Boley et al.,
Souris | GAPDH | NM_008084 Rev : GATGCCTGCTTCACCACCTTCT 61 8 8 2002)
e For : ATTCACCCCCACTGAGACTG (Kadl et al
Souris mb'lcj:;gf NM_009735 Rev : TGCTATTTCTTTCTGCGTGC 62 193 1663 2002)
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. Taille
Th UEtle amplicon
Espéce Transcrit RefSeq Séquences primers 5'-->3' o amplicon . P . Référence
(°C) (pb) génomique
(pb)
. For : TTGACGGAAGGGCACCACCAG (Rhinn et al.,
Souris | ARN185 | NR_003278 Rev : GCACCACCACCCACGGAATCG 60 129 129 2008)
. . For : CAACGAGCGGTTCCGATG RTPrimerDB
D ) S e Rev : GCCACAGGATTCCATACCCA 63 67 162 n°2847
Design
. For : TGTGCATCTACATGCTCTCCACCA personnel
Souris | TRPM8 | NM_134252 Rev : GGGATGTTTAGGCGGTTGCAGTA 64 157 9188 (PrimerQuest
software)
Design
. For : CAGCCAAGGAGCAAATCCAAACCT personnel
Souris | TRPA1 ' NM_177781 Rev : GGACATCAAAGCCGTGTTCCCATT 64 160 4859 (PrimerQuest
software)
. For : CCCAAGTCTGCTGCTCAGAACT (Descoeur et
Souris | TREK-1 ' NM_010607 Rev : ACGGTGGGTTTTGAGGAGAAT 64 >9 >9 al,, 2011)
. For : CTCTGGAGCAGCCTCACGA (Descoeur et
Souris f  TRAAK ) “NM 008431 Rev : TCGGCCATGATCCATTTTCT 64 >3 >3 al., 2011)
Design
. For : AACTTCGACAACGTTGCTATGGGC personnel
Souris | Navig | NM_009134 Rev : ACATGTACAGGCTCTCCTCCCAAT 64 139 >034 (PrimerQuest
software)
Design
. For : TTCCACTCTACGTACCTTCCGAGT personnel
Souris  Navi9  NM_011887 Rev : ATTCCCATGAAGAGCTGCTGACCA 63 180 3374 (PrimerQuest
software)
) For : ATGGATGCTACCAAACTGGAT RTPrimerDB
Souris IL-6 NM_031168 Rev : TGAAGGACTCTGGCTTTGTCT 62 139 3197 n°3654
For : GCTTGGAGGACAGTGACATTTCTT (Berta et al.,
Rat Navl.d | NM_013265 Rev : CCAGCCTGAGGATTCGACCAA 60 84 84 2008)

Tableau 6. Amorces utilisées pour la qPCR.

Les couples référencé "RTPrimerDB" sont accessibles a I'adresse : http://www.rtprimerdb.org

Le logiciel PrimerQuest, facilitant le design de couples d'amorces, est mis a disposition par Integrated DNA Technologies a
I'adresse http://eu.idtdna.com/scitools/applications/primerquest/

5. ELECTROPHYSIOLOGIE

Les expériences d'électrophysiologie sont réalisées au sein de I'UMR CNRS 6231 (équipe P
Delmas) par Frangois Maingret avec I'aide de Mélanie Gabriac.

Pour les expériences menées sur les modeles d'inflammation subaigué et chronique, les
neurones innervant spécifiquement la zone enflammée sont identifiés par une injection de marqueur
rétrograde Dil (5 Probes). Le marqueur est injecté 3 jours avant prélevement, au méme site que

I'injection de carragénine ou de CFA.
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5.1. Culture primaire de neurones sensoriels

Les animaux sont sacrifiés par décapitation aprés anesthésie a l'isoflurane. Apres prélevement
rapide, les DRG L4 3 L6 sont incubés 45 min a 37°C dans une solution de collagénase IA a 2 mg/ml
(Invitrogen) et dissociés par trituration mécanique dans du milieu de Hanks. Les neurones sont cultivés
dans du milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) supplémenté de 10% de sérum de veau feetal
inactivé par la chaleur, 100 U/ml de pénicilline-streptomycine, 2 mM de L-glutamine, 25 ng/ml de NGF
et 2 ng/ml de GDNF. Les cultures sont maintenues a 37°C en atmosphére humide (5% CO,) pendant 3

a 6 h avant manipulations.

5.2. Patch clamp

Les expériences de patch clamp en cellule entiére sont réalisées a température ambiante avec
un amplificateur Axopatch 200B (Axon Instruments). Le signal est filtré a 2 kHz et enregistré a une
fréquence de 20-50 kHz grace au logiciel PCLAMP 8.02. Le courant de jonction est corrigé par un
protocole P/6. Les erreurs de voltage sont réduites en compensant la résistance a 70-85%. Les pipettes
de patch (1,9-2,5 MQ) contiennent (en mM) : 100 CsCl, 30 CsF, 8 NaCl, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 10 acide
éthyleneglycol-tétracétique (EGTA), 10 Acide 4-(2-HydroxyEthyl)-1-Pipérazine Ethane Sulfonique
(Hepes), 4 MgATP, 0,4 Na,GTP (pH 7,2, 300 mOsm/|). Le bain contient (en mM) : 60 NaCl, 110 sucrose,
3 KCI, 1 MgCl,, 10 Hepes, 2,5 CaCl,, 10 glucose, 10 triéthanolamine-Cl, 0,0005 TTX, 0,005 LaCl;, 1

amiloride (pH 7,4, 305 mOsm/I). La boite de culture est perfusée a un débit de 2,5 ml/min.

6. IMAGERIE METABOLIQUE

Les expériences d'imagerie métabolique ont été menées a I'UMR 990 INSERM/UdA par le Dr
Elisabeth Miot-Noirault.

L'inflammation a été observée chez la souris monoarthritique 10 jours apres induction par
tomographie par émission de positons. Deux souris monoarthritiques ont recu une injection
intraveineuse de ®F-Fluorodésoxyglucose (Glucotep, Cyclopharma) a la dose de 10 MBgq/animal. Aprés
anesthésie par injection intrapéritonéale d'un mélange a 4 pour 1 de kétamine (Imalgene 500, Rhone
Merieux) et de xylazine (Rompun, 2%, Bayer) a la dose de 20 ul / 10 g d'animal, elles sont placées dans
le systeme d'acquisition (caméra TEP Explore Vista, logiciel MMKSVISTA, GE Healthcare). L'acquisition
(durée de 15 min) est réalisée 40 min aprés anesthésie. La radioactivité détectée est normalisée par le
poids de tissu contenu dans la région fixante (cette zone est définie au sein de chaque cheville). Ce

calcul permet d'obtenir |'activité surfacique (en cpm/g) enregistrée dans chaque cheville. L'activité
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surfacique de la cheville enflammée est enfin normalisée par I'activité enregistrée au niveau de la

cheville controlatérale.

7. ANALYSES STATISTIQUES

En fonction du protocole expérimental, les données brutes sont analysées par :
e ANOVA une voie suivie d'un test de comparaisons multiples contre un groupe contréle
(Bonferroni)
e ANOVA deux voies suivie d'un test de comparaisons multiples deux-a-deux (Student-
Newman-Keuls)
e Test non apparié de Student
e Test non paramétrique de Mann et Whitney
Par souci de clarté, le test statistique utilisé est indiqué dans la légende de chaque figure. Les
analyses statistiques sont réalisées grace au logiciel SigmaPlot 11.0. Toutes les valeurs sont présentées

sous la forme de moyenne + erreur standard a la moyenne.
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Stéphane LOLIGNIER - Réle du canal sodique Nav1.9 dans la douleur inflammatoire, dans la

perception du froid et dans I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine
Thése de doctorat d'Université, soutenue le 16 décembre 2011 a I'Université d'Auvergne

Les canaux sodiques dépendants du voltage, ou canaux Nav, jouent un réle capital dans I'excitabilité
neuronale, dans la genése et dans la propagation des potentiels d'action. Au sein de cette famille, le canal
Nav1.9 se distingue par une expression restreinte aux nocicepteurs et par des propriétés électrophysiologiques
uniques qui, si elles excluent sa contribution a la phase dépolarisante du potentiel d'action, lui confereraient un
réle dans la modulation de I'excitabilité des nocicepteurs. Ce travail de thése vise a caractériser son implication
dans la physiopathologie de la douleur par une approche comportementale, moléculaire et fonctionnelle.

La premiere partie de ce travail consiste a étudier la contribution du canal Nav1.9 a la douleur
inflammatoire. Nous avons donc réalisé différents tests comportementaux chez des souris knock-out (KO) et des
rats traités par antisens (knock-down) modéles de douleur inflammatoire (aigu, subaigu, chronique).
L'expression du canal ainsi que ses propriétés électrophysiologiques sont ensuite analysées chez ces mémes
modeéles animaux. Notre premier constat est que le canal Nav1.9 n'est pas impliqué dans la réponse a une
stimulation mécanique ou thermique chaude nociceptive chez des animaux sains. En revanche, I'hypersensibilité
douloureuse thermique et mécanique induite par une inflammation subaigué (carragénine intraplantaire) ou
chronique (monoarthrite) est significativement réduite chez la souris KO Nav1.9. Un résultat similaire est obtenu
par traitement antisens chez le rat, sur le modéle d'inflammation subaigué. Chez la souris, suite a I'induction
d'une inflammation subaigué, une légére diminution suivie d'une forte augmentation de I'expression protéique
du canal Nav1.9 est observée dans les ganglions rachidiens innervant la patte enflammée. Une augmentation de
la quantité de canaux est également observée au niveau des troncs nerveux cutanés innervant cette méme zone.
Les canaux néosynthétisés ne contribuent pas au courant sodique enregistré en patch clamp dans les corps
cellulaires des neurones des ganglions rachidiens, mais nos données suggerent qu'ils sont exportés en direction
des terminaisons nerveuses, ou ils pourraient devenir fonctionnels et augmenter I'excitabilité cellulaire.

La deuxieme partie de ce travail de these consiste a caractériser I'implication de canal Nav1.9 dans la
perception du froid et dans I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine. Nous avons en effet observé de
maniére inattendue que les souris KO Nav1.9 présentent des seuils de douleur au froid (<10°C) plus élevés que
les souris sauvages. Ce phénoméne est confirmé par plusieurs tests comportementaux chez les souris KO et chez
des rats traités par antisens anti-Nav1.9. L'oxaliplatine, prescrit dans le traitement des cancers colorectaux, est
connu pour induire une hypersensibilité au froid invalidante chez la majorité des patients. Nous avons donc
décidé d'étudier la contribution du canal Nav1.9 a ce symptOome. Suite a une injection unique d'oxaliplatine, une
forte hypersensibilité au froid apparait chez les souris des 20°C. Nous montrons que le KO Navl.9 permet de
supprimer I'hypersensibilité au froid aux températures normalement non douloureuses (20 et 15°C, allodynie),
et de réduire I'hypersensibilité aux températures douloureuses (10 et 5°C, hyperalgie). Le méme effet est
observé chez le rat aprés traitement antisens.

En conclusion, ce travail permet de mettre en évidence I'intérét du canal Nav1.9 en tant que cible
pharmacologique potentielle pour le traitement de douleurs inflammatoires et de I'hypersensibilité au froid
induite par I'oxaliplatine. Il est de plus intéressant de constater que les seuils de réponse a des stimuli nociceptifs
ne sont pas perturbés chez les souris KO Navl1.9 saines, a I'exception de la douleur provoquée par des
températures froides extrémes. Le blocage du canal Nav1.9 aurait donc des propriétés anti-hyperalgiques plutét
gu'antalgique, ce qui est conceptuellement intéressant.

Mots-clés : douleur, canaux ioniques, voltage-gated sodium channel, Nav1.9, SCN11A, nocicepteur,
inflammation, neuropathie, froid, allodynie, hyperalgie, oxaliplatine, rat, souris
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