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Résumé 

 

L’oxaliplatine, anticancéreux utilisé en première intention dans le traitement du cancer 
colorectal, engendre des neuropathies qui se caractérisent par des dommages du système 
nerveux périphériques responsables de l’apparition de troubles sensitifs douloureux dès la 
première cure ainsi que de troubles moteurs mais également des comorbidités qui s’installent 
avec la répétition des cures. Les traitements actuellement disponibles sont peu efficaces pour 
traiter ces neuropathies qui sont à l’origine d’une altération de la qualité de vie des patients et 
peuvent conduire à une diminution des doses de chimiothérapie utilisées voire même à l’arrêt 
du traitement, compromettant ainsi les chances de guérison. Des données du laboratoire ont mis 
en avant plusieurs canaux ioniques comme étant des cibles moléculaires potentielles pour le 
traitement de la neuropathie aigue. Le but de ce travail de thèse a été de poursuivre les études 
permettant de comprendre le mécanisme de survenue de ces effets indésirables et de rechercher 
les canaux dont la modulation pharmacologique permettrait un traitement efficace et bien toléré 
pour ces neuropathies. 

 Pour se faire nous avons décidé de mieux caractériser un modèle murin de neuropathie 
douloureuse aigue et de mettre au point et caractériser un modèle de neuropathie chronique 
induites respectivement, par des injections unique ou répétées d’oxaliplatine. Un travail 
éthologique a été entrepris chez ces modèles afin d’évaluer la survenue et le suivi longitudinal 
des symptômes retrouvés en clinique : symptômes douloureux céphaliques et extracéphaliques, 
déficits moteurs, dépression, anxiété. Chez ces mêmes animaux, des analyses moléculaires nous 
ont permis de sélectionner des gènes codant pour des canaux ioniques impliqués dans la 
physiologie et la pharmacologie de la douleur (canaux potassiques TREK et TRAAK, canaux 
HCN1 & HCN2). Nous avons parallèlement entrepris de valider pharmacologiquement ces cibles 
chez l’animal. Les résultats de nos travaux sont présentés séquentiellement et concernent : 
l’étude de l’implication des canaux HCN dans l’hypersensibilité douloureuse céphalique et 
extracéphalique  induite par l’oxaliplatine ; l’étude de l’implication des canaux TREK et TRAAK 
dans la neuropathie chronique induite par l’oxaliplatine et la validation pharmacologique de ces 
cibles chez un modèle murin de cancer colorectal. 

Dans un premier temps, nous avons utilisé un modèle de neuropathie aigue induit par 
une unique injection d’oxaliplatine (6mg/kg), et avons caractérisé les symptômes décrits en 
clinique au niveau du territoire céphalique. Nous avons observé l’existence de symptômes 
douloureux au niveau orofacial et nous avons pu les corréler à une surexpression des canaux 
HCN1& HCN2. Il avait précédemment été démontré une surexpression de ses mêmes canaux au 
niveau extracéphalique, ce qui en fait des cibles particulièrement pertinentes compte tenu des 
différences anatomiques et pharmacologiques connues entre ces deux territoires somatiques. De 
plus, l’utilisation d’ivabradine (Procoralan®), antagoniste non sélectif de ces canaux, a permis de 
réverser l’hypersensibilité douloureuse chez ce modèle animal de neuropathie douloureuse 
aigue. 

Dans un second temps, nous avons mis en place et caractérisé un modèle de neuropathie 
chronique chimio-induite à l’oxaliplatine. Nous avons pu mettre en évidence l’apparition de 
symptômes douloureux apparaissant à court terme et, à plus long terme, le développement de 
troubles moteurs et de comorbidités tel que l’anxiété et la dépression. De nombreuses 
propriétés du canal TREK-1 nous ont laissés penser qu’il apparaissait comme une cible 



 

 

 

intéressante pour le traitement de cette neuropathie de par son rôle connu notamment dans la 
physiologie et la pharmacologie de douleur ou encore la neuroprotection. Afin de valider cette 
cible, nous avons donc utilisé deux approches : une approche génétique avec l’utilisation de 
souris KO TREK-1 et une approche pharmacologique avec l’utilisation du riluzole (Rilutek®), 
activateur non spécifique du canal TREK-1. Les résultats montrent que le riluzole prévient la 
quasi-totalité des symptômes douloureux, moteurs ainsi que la dépression induits par des 
administrations répétées d’oxaliplatine. De plus, le canal TREK-1 est impliqué dans les effets 
thérapeutiques du riluzole. Il est également remarquable que l’effet neuroprotecteur observé du 
riluzole n’entrave pas l’effet anticancéreux de l’oxaliplatine, ceci ayant été observé in vivo chez 
un modèle murin de cancer colorectal. 

En conclusion, l’ensemble de ces résultats expérimentaux a permis l’identification de 
nouvelles pistes pour la compréhension et le traitement des douleurs chimio-induites à 
l’oxaliplatine. Dans une perspective de recherche translationnelle, cette approche préclinique est  
en cours de transposition dans un protocole de recherche clinique. Un essai clinique de phase II 
(RILUZOX) devrait débuter prochainement afin de confirmer l’intérêt du riluzole chez des 
patients recevant une chimiothérapie à base d’oxaliplatine.  

 

Mots clés : oxaliplatine, neuropathie, TREK-1, HCN, riluzole, ivabradine 

 

  



 

 

 

Abstract 
 

Oxaliplatin causes neuropathies which are characterized by damage of peripheral 
nervous system responsible for the onset of disorders such as neuropathic pain, sensory and 
motor symptoms and comorbidities. Currently, available treatments are not very effective for 
treating these symptoms in acute or chronic form. However, these symptoms are the 
consequence of an impaired quality of life for patients and can lead to a decrease of 
chemotherapy doses used or even stopping treatment, compromising the chances of surviving. 
Therefore, it appears essential for further studies to understand the mechanism of occurrence of 
these pains and identify potential targets for the development of new analgesics.  

We decided to further characterize a mouse model of acute painful neuropathy and to 
develop and characterize a chronic neuropathy model induced respectively by single or repeated 
injections of oxaliplatin. An ethological work was realized in these models to assess the 
occurrence of clinical symptoms: painful symptoms at cephalic and extracephalic levels, motor 
deficits, depression, anxiety. In these animals, molecular analyzes allowed us to select the genes 
encoding ion channels involved in the physiology and pharmacology of pain (potassium channel 
TREK and TRAAK, HCN1 & HCN2 channels). We undertook to pharmacologically validate these 
targets in animal. The results of our work are presented sequentially and concern: the study of 
the involvement of HCN channels in the cephalic and extracephalic painful hypersensitivity 
induced by oxaliplatin; the study of the involvement of TREK and TRAAK channels in chronic 
oxaliplatin-induced neuropathy and pharmacological validation of these targets in a mouse 
model of colorectal cancer. 

Initially, we used a model of acute neuropathy induced by single injection of oxaliplatin 
(6mg / kg) to study the clinical symptoms described at the orofacial sphere. Indeed, peripheral 
symptoms had already been studied and the hypothesis of the ion channels expression 
remodelling was confirmed. So, we verified the existence of orofacial pain symptoms with new 
behavioral tests and we have correlated these results with an over expression of HCN1 & HCN2 
channels. In addition, use of ivabradine (Procoralan®), a non-selective antagonist of these 
channels, allowed reversing hypersensitivity to cold at low doses and mechanical 
hypersensitivity when we used higher doses. 

Secondly, we first aimed to develop a murine model of oxaliplatin-induced chronic 
neuropathy reproducing the symptoms observed in patients compared to the acute form which 
is accompanied in addition to the painful symptoms of sensory disorders, locomotors disorders 
and comorbidities such as anxiety and depression. Several known properties of TREK-1 channel 
with its role in pain, depression or neuroprotection suggest that it could be an attractive target 
for the treatment of this chronic neuropathy. To validate this target, we used two approaches: 
one genetic approach using knockout mouse TREK-1 and one pharmacological approach with 
the use of riluzole (Rilutek ®), non-specific activator TREK-1 channel. The results showed that 
TREK-1 channel seemed involved in all symptoms related to chronic neuropathy but also that 
riluzole appeared as a treatment for this chronic neuropathic both for improving painful 
symptoms and for sensory disorders, locomotor disorders, and improvement of some 
comorbidities such as depression. 



 

 

 

In conclusion, all of these experimental results allowed the identification of new 
mechanisms for understanding and treating oxaliplatin-induced neuropathy. First, involvements 
of HCN1 & HCN2 channels have showed in the acute neuropathy induced by oxaliplatin for both 
peripheral and oral symptoms. In particular, blocking of these channels by ivabradine has also 
helped to reverse the cold hypersensitivity. Also, the TREK-1 channel showed great interest in 
involvement in chronic neuropathy induced by oxaliplatin and riluzole showed many interesting 
properties to overcome the symptoms described in this neuropathy. From the perspective of 
translational research, this preclinical approach is being transposed in a clinical research 
protocol. A phase II clinical trial (RILUZOX) should begin shortly to confirm the interest of 
riluzole in patients receiving chemotherapy with oxaliplatin. 

 

Keywords: oxaliplatin, neuropathy, TREK-1, HCN, riluzole, ivabradine 
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Introduction 
 

A ce jour, plusieurs types de traitements existent pour lutter contre le cancer. Parmi eux, 

les chimiothérapies apparaissent comme le traitement anti-cancéreux le plus utilisé. Il s’agit d’un 

traitement médicamenteux systémique visant à éliminer les cellules à prolifération rapide dans 

l’organisme. Les chimiothérapies anticancéreuses se répartissent en deux grandes catégories à 

savoir la chimiothérapie néo-adjuvante visant à diminuer la taille de la tumeur et la 

chimiothérapie adjuvante administrée après chirurgie ou radiothérapie permettant de freiner le 

développement tumoral et d’éliminer les cellules cancéreuses résiduelles. 

 Le mécanisme de ces chimiothérapies repose sur une action cytotoxique non sélective 

qui a pour inconvénient majeur de ne pas s’attaquer seulement aux cellules cancéreuses mais 

également aux cellules saines à prolifération rapide présentes dans l’organisme, engendrant 

l’apparition d’effets indésirables importants, tels que les neuropathies. L’objectif qui se pose 

alors en recherche est d’obtenir des molécules moins agressives pour les cellules saines de 

l’organisme, d’adapter ces traitements afin qu’ils soient mieux tolérés par l’organisme ou de co-

administrer d’autres traitements capable de supprimer ou du moins réduire l’apparition de ces 

effets indésirables. 

 Parmi les chimiothérapies cytotoxiques, nous pouvons citer l’oxaliplatine (Eloxatine®), 

sel de platine de troisième génération, utilisé notamment dans le traitement du cancer 

colorectal. Le nombre de nouveaux cas pour ce cancer est estimé à 40 000 en 2011, il représente 

le 3e cancer le plus fréquent et la 2e cause de décès par cancer en France, d’où la nécessité d’un 

traitement efficace pour cette pathologie. L’efficacité anti-néoplasique de l’oxaliplatine n’est plus 

à prouver pour de nombreux cancers notamment digestifs. En revanche, l’utilisation de cette 

molécule s’accompagne de toxicités hématologique, digestive et neurologique aujourd’hui bien 

décrites. La toxicité la plus connue de l’oxaliplatine reste la neurotoxicité puisqu’elle touche 

environ 90% des patients. Cette neurotoxicité existe sous 2 formes : une forme précoce dite 

aigüe et une forme plus tardive dite chronique. Ces neurotoxicités se manifestent par le 

développement d’une neuropathie douloureuse, l’apparition de paresthésies/dysesthésies au 

niveau des extrémités, symptômes souvent exacerbés par l’exposition au froid ainsi que d’une 

atteinte fonctionnelle dans les cas les plus sévères. Cette neurotoxicité peut donc conduire à la 

réduction des doses, voire à l’abandon de la chimiothérapie, elle se révèle donc très invalidante 

et porte atteinte à la qualité de vie des patients. Elle s’explique aujourd’hui par une atteinte 

nerveuse périphérique dont le mécanisme reste encore peu connu.  
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A l’heure actuelle, les praticiens restent souvent démunis pour proposer un traitement 

efficace pour ces neuropathies iatrogènes. Notamment, les douleurs neuropathiques sont 

souvent décrites comme difficiles à traiter et résistantes aux traitements antalgiques 

conventionnels. Il existe donc un réel besoin d’innovation thérapeutique que ce soit dans la 

découverte des mécanismes à l’origine de ces manifestations douloureuses, la découverte de 

nouvelles cibles moléculaires ou encore dans le développement de nouveaux antalgiques 

originaux et bien tolérés pour permettre une meilleure prise en charge de ces patients 

neuropathiques. Les symptômes neuropathiques non douloureux sont également très 

invalidants et mal pris en charge. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon travail de thèse. Il a porté sur l’étude de l’action 

cytotoxique de l’oxaliplatine et tout particulièrement sa neurotoxicité, le but étant de découvrir 

de nouvelles cibles moléculaires pour le développement de molécules susceptibles de réduire ou 

supprimer les effets indésirables liés à la toxicité de cette chimiothérapie. L’ensemble de ce 

travail de thèse s’articule en deux chapitres, chacun subdivisé en deux parties. Le premier 

chapitre fait l’état de la littérature portant sur la neurophysiologie de la douleur ainsi que  

l’oxaliplatine et plus particulièrement sur les neuropathies chimio-induites et les traitements 

proposés à l’heure actuelle. Le deuxième chapitre traite des canaux ioniques susceptibles d’être 

des cibles moléculaires intéressantes pour le traitement des neuropathies chimio-induites à 

l’oxaliplatine. En effet, de par leur rôle dans l’activité neuronale, leur localisation, leur variation 

de niveau d’expression sous l’action de l’oxaliplatine, les canaux HCN1, HCN2 et TREK-1 sont 

apparus comme des candidats intéressants. La première  sous-partie de ce 2e chapitre sera donc 

consacrée à l’implication des canaux HCN1 & HCN2 dans la forme aigue de la neuropathie 

chimio-induite à l’oxaliplatine et la 2e sous partie à l’implication du canal TREK-1 dans la forme 

chronique.  
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Chapitre I : Douleur & chimiothérapie 

 

Chapitre I-1 : Neurophysiologie de la douleur 

 

 

1) Neurophysiologie de la douleur 

 

a) Architecture fonctionnelle des systèmes nociceptifs 

 La perception de la douleur émane d'un système sensoriel chargé d'une fonction 

spécifique : la conservation de l'intégrité corporelle. Pour cela, le circuit de la douleur emprunte 

plusieurs voies souvent redondantes opérant selon un mode commun aux systèmes sensoriels. 

Ces multiples voies nociceptives s'articulent toutes de la même façon et visent à véhiculer un 

message nociceptif partant d'un stimulus périphérique jusqu'à la perception de la douleur par le 

cerveau. 

 Les messages nociceptifs sont générés au niveau des terminaisons libres des fibres 

nerveuses, constituant des arborisations plexiformes dans les tissus cutanés, musculaires, 

articulaires ainsi que dans les parois des viscères, par les récepteurs périphériques de la douleur 

ou « nocicepteurs ». Il existe différents types de nocicepteurs dont les nocicepteurs unimodaux, 

qui ne sont activés que par des stimulations mécaniques intenses, ce sont des 

mécanonocicepteurs électivement en relation avec les fibres Aδ et les nocicepteurs polymodaux, 

de loin les plus nombreux qui répondent non seulement aux modalités mécaniques citées 

précédemment mais également à des stimulations de nature thermique ou chimique. 

Le système nociceptif est donc capable de répondre à une grande diversité de 

stimulations : mécanique, thermique ou encore chimique. Une fois le signal électrique créé, le 

message nociceptif est alors pris en charge par les fibres nerveuses afférentes primaires, 

contenues dans les nerfs sensitifs et mixtes. Ces fibres nerveuses correspondent aux 

prolongements axonaux des premiers neurones ou « protoneurones » dont les corps cellulaires 

sont situés dans le ganglion spinal (DRG)  ou le ganglion trigéminal (TG) en fonction de la zone  
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(respectivement extracéphalique ou céphalique) recevant la stimulation nociceptive. Ces fibres 

sensitives ne sont pas uniformes ; elles propagent le signal sensoriel à des vitesses de 

conduction différentes, proportionnelles à leur diamètre et à l’épaisseur de leur gaine de 

myéline (Gasser, 1941). La sensation douloureuse résulte de la mise en jeu des fibres à 

conduction lente : les fibres faiblement myélinisées Aδ et les fibres C, non myélinisées. Les fibres 

C sont les plus nombreuses puisqu’elles constituent la majorité des fibres afférentes cutanées et 

la quasi-totalité des fibres afférentes viscérales. Cette distribution varie en fonction des 

structures. Bien que fonctionnellement proches, les TGs et les DRGs ont une origine 

embryologique distincte et présentent des différences anatomiques notamment avec 50% de 

fibres afférentes myélinisées pour les TGs et seulement 20% pour les DRGs. Des différences 

moléculaires existent également avec une différence d’expression de certains canaux ioniques en 

basal (Figure 1)(Vandewauw et al., 2013). 

 

 
Figure 1 : Expression de certains TRP dans chaque ganglion du TG jusqu’au DRG sacré (S1). 

 Chaque TG/DRG est représenté par un point et le niveau d’expression est représenté par une couleur allant du bleu (faible 
expression) au  rouge (forte expression) selon l’échelle à droite du schéma (C : cervical ; L : lombaire ; S sacré). 

 

Les 2 types de fibres fines Aδ et C sont à l’origine de la perception sensorielle 

douloureuse. L’activation des fibres Aδ provoque une douleur rapide bien localisée permettant 

le déclenchement immédiat d’un réflexe protecteur de retrait. Les fibres C sont quant à elles,  
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responsables d’une douleur plus tardive (liée à la vitesse de conduction), à localisation plus 

diffuse  traduisant d’une lésion tissulaire persistante (Figure 2) (Guirimand and Le Bars, 1996). 

 

 

Figure 2 : Caractéristiques des différents types de fibres afférentes primaires (ens-lyon.fr/biotic/neuro/douleur). 

Les fibres sont classées en fonction de leur sensibilité en différents groupes de fibres A, B et C (les fibres B ont 

volontairement été omises). Des sous-groupes existent également répartis en fonction du diamètre avec présence (fibres A) 

ou non (fibres C) de myéline et leur vitesse de conduction. 

  

Toutes les fibres afférentes possèdent un corps cellulaire au niveau du ganglion spinal 

situé sur la racine dorsale. L’ensemble de ces afférences du système nerveux périphérique 

gagnent la moelle spinale par ses racines dorsales ou leurs équivalents au niveau des nerfs 

crâniens. La terminaison de l’axone du premier neurone se fait donc au niveau de la substance 

grise spinale, subdivisée en différentes couches (de I à X) selon la nomenclature de Rexed 

(Rexed, 1952). Ainsi les fibres de gros calibres myélinisées (Aα et Aβ) se projettent dans les 

couches III, IV et V (Le Bars and Adam, 2002), entrainant ensuite des connexions avec les 

motoneurones responsables du reflexe de retrait et les neurones du système lemniscal 

responsable des sensibilités tactiles et proprioceptives. Concernant les fibres de petits calibres 

Aδ et C, elles font synapse avec deux types de neurones : les neurones nociceptifs spécifiques 

situés dans la couche I et II et les neurones nociceptifs non spécifiques situés dans la couche V.  
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Les neurones nociceptifs spécifiques sont exclusivement activés par des stimulations 

nociceptives cutanées, mécaniques et /ou thermiques et les axones de ces neurones se 

regroupent pour former la voie néospinothalamique. Les neurones nociceptifs non spécifiques 

reçoivent des informations non nociceptives et nociceptives et sont capables d’augmenter la 

fréquence des influx nerveux émis en fonction de l’intensité du stimulus. A partir d’un certain 

seuil d’activité, le message devient nociceptif. Les axones de ces neurones nociceptifs non 

spécifiques formeront la voie paléospinothalamique. Cette dernière a une origine évolutive plus 

ancienne que la voie néospinothalamique constituée des neurones spécifiques, toutes les deux 

moins anciennes que la voie archispinothalamique.  

 Ces neurones nociceptifs médullaires constituent les 2e neurones de la voie nociceptive 

et vont ensuite projeter leurs informations au neurone thalamique (3e neurone de la voie 

nociceptive) par l’intermédiaire de leurs axones regroupés en faisceaux nerveux ascendants. Les 

voies véhiculant le message nociceptif, aussi appelées voies extra-lemniscales sont composées 

des 3 voies citées précedemment : les voies archi-, paléo- et néo-spinothalamiques impliquées 

dans les composantes sensori-discriminatives, végétatives ou encore cognitivo-émotionnelles de 

la douleur (Le Bars and Adam, 2002; Basbaum et al., 2009). 

 Phylogénitiquement, la voie archispinothalamique est la plus ancienne et contribue aux 

réactions viscérales, autonomes et émotionnelles de la douleur. La voie paléospinothalamique 

est composée de fibres de petit calibre à conduction lente et est impliquée dans l’éveil du 

système nerveux central par le système réticulaire ascendant et l’activation de certains noyaux 

du tronc cérébéral impliqués dans les voies descendantes du contrôle de la douleur. Les 

projections de cette voie vont toucher différentes régions corticales à savoir les cortex frontal, 

cingulaire et insulaire. La voie néospinothalamique (ou spinothalamique) est responsable de la 

perception de la nature du stimulus douloureux, de sa localisation et véhicule la sensation de 

température. Contrairement aux deux autres voies, les neurones nociceptifs spécifiques qui 

composent cette voie spinothalamique vont décusser (croisement sur la ligne médiane) du côté 

controlatéral de la moelle.  La conséquence fonctionnelle de ce croisement anatomique est que le 

cerveau droit reçoit et perçoit les informations douloureuses provenant de l’hémicorps gauche 

et inversement. Les deux autres voies archi- et paléospinothalamiques montent directement du 

même côté (Figure 3).  

 L’ensemble des axones pénètrent ensuite dans le bulbe rachidien où ils sont rejoints par 

les axones du noyau spinal du trijumeau véhiculant la sensibilité nociceptive de la face ainsi que 

par la voie lemniscale responsable du toucher et de la proprioception. 
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Figure 3 : Mise en jeu des voies de la douleur suite à un stimulus douloureux (adapté de http://lecerveau.mcgill.ca) 

Sur ce schéma figurent les voies de la douleur, depuis la terminiaison cutanée jusqu’aux structures supraspinales. Chaque 

voie possède 3 niveaux correspondants à un circuit de 3 neurones : le premier étant une FAP, puis le second avec le 

neurone de second ordre (ou spino-thalamique) et le 3e appelé neurone de troisième ordre ou thalamo-cortical. 

 

 Les structures cérébrales dites supraspinales impliquées dans les mécanismes de 

transmission et de perception de la douleur, sont multiples. Parmi elles, le thalamus est le lieu de 

convergence des axones de la voie spinothalamique et est considéré comme un centre de triage 

de l’information sensitive. L’hypothalamus, le cortex somesthésique ainsi que le système 

limbique jouent également un rôle important en tant que centres d’intégration, de 

discrimination, et de mémorisation de la douleur. 



 

 

 

b) Nociception périphérique

 Les douleurs périphériques mettent en jeu les nerfs spinaux (anciennement appelés 

nerfs rachidiens), nerfs émergeant uniquement de la moelle épinière. Chaque nerf spinal est 

formé par la réunion de deux 

motrice. Il s'agit donc d'une voie nerveuse mixte (nerfs 

spinales dorsales présentent un renflement appelé 

corps cellulaires des neurones sensitifs. Chaque ganglion reçoit des afférences d'un territoire 

cutané délimité sur la surface du corps, ces territoires sont organisés en bandes plus ou moins 

parallèles, appelées dermatomes

Figure 4 : Organisation de l'innervation périphérique par les nerfs spinaux

Les 31 paires de nerfs rachidiens sont représenté

associés. L’agrandissement représente l’innervation de la moelle épinière par les FAP et l’organisation de la structure des 

nerfs périphériques selon l’axe dorsal/ventral.
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Nociception périphérique et  extracéphalique 

Les douleurs périphériques mettent en jeu les nerfs spinaux (anciennement appelés 

nerfs rachidiens), nerfs émergeant uniquement de la moelle épinière. Chaque nerf spinal est 

formé par la réunion de deux racines rachidiennes, l'une dorsale sensitive et l'autre ventrale 

motrice. Il s'agit donc d'une voie nerveuse mixte (nerfs sensitifs et moteurs

spinales dorsales présentent un renflement appelé ganglion spinal dans lequel se trouvent les 

cellulaires des neurones sensitifs. Chaque ganglion reçoit des afférences d'un territoire 

cutané délimité sur la surface du corps, ces territoires sont organisés en bandes plus ou moins 

dermatomes sensitifs (Figure 4). 

: Organisation de l'innervation périphérique par les nerfs spinaux

Les 31 paires de nerfs rachidiens sont représentées ici au centre de la figure avec la représentation des 

associés. L’agrandissement représente l’innervation de la moelle épinière par les FAP et l’organisation de la structure des 

nerfs périphériques selon l’axe dorsal/ventral. 
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Les douleurs périphériques mettent en jeu les nerfs spinaux (anciennement appelés 

nerfs rachidiens), nerfs émergeant uniquement de la moelle épinière. Chaque nerf spinal est 

, l'une dorsale sensitive et l'autre ventrale 

moteurs). Les racines 

dans lequel se trouvent les 

cellulaires des neurones sensitifs. Chaque ganglion reçoit des afférences d'un territoire 

cutané délimité sur la surface du corps, ces territoires sont organisés en bandes plus ou moins 

 

: Organisation de l'innervation périphérique par les nerfs spinaux 

s ici au centre de la figure avec la représentation des dermatomes 

associés. L’agrandissement représente l’innervation de la moelle épinière par les FAP et l’organisation de la structure des 
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Le nerf spinal émerge de la colonne vertébrale, entre deux vertèbres par le foramen 

intervertébral. Les sept premiers nerfs spinaux (C1 à C7) émergent par le canal vertébral 

respectif, c'est-à-dire, C1 sort au-dessus de la première vertèbre cervicale, C2 au-dessus de la 

deuxième, etc. Le nerf spinal C8 sort lui en dessous de la septième et dernière vertèbre cervicale 

(C7) puis les nerfs spinaux thoraciques et lombaires émergent en dessous des vertèbres 

correspondantes. Chaque nerf spinal se divise ensuite en deux rameaux : un rameau dorsal qui 

innerve les téguments et les muscles du dos et un rameau ventral, plus gros (sauf pour C1 et C2 

dont les rameaux dorsaux ont un calibre plus important), qui innerve la peau et les muscles de la 

face ventrale du corps et des membres. 

 L’ensemble des fibres composant ces nerfs spinaux va ensuite converger vers la moelle 

épinière via leurs racines dorsales respectives, faire synapse avec les 2e neurones qui seront 

chargés de relayer l’information nociceptive aux centres supraspinaux. 

 

c) Nociception trigéminale 

 Les informations douloureuses et thermiques en provenance de la zone céphalique (tête, 

visage, bouche ...) sont transmises au cerveau par un système similaire mais distinct de celui 

présent au niveau de la moelle épinière. Les douleurs associées à la sphère orofaciale sont 

nombreuses et ont en commun de survenir dans un territoire dont l’innervation somesthésique 

dépend d'une seule des 12 paires de nerfs crâniens, le nerf trijumeau. Cette sensibilité 

cutanéomuqueuse de la face et de la bouche est donc assurée par les 3 branches composant le 

nerf trijumeau (V) : le nerf ophtalmique (V1), le nerf maxillaire (V2) et le nerf mandibulaire (V3). 

Ces fibres nociceptives ou premiers neurones de ce complexe trigéminal sont composées de 

fibres Aδ et C, les fibres trigéminales étant composées de 40% de fibres C (Figure 5). 

 Les corps cellulaires de ces fibres sont situés dans le ganglion trijumeau (ou de Gasser) et 

dans d'autres ganglions associés aux nerfs crâniens VII, IX et X. Toutes ces fibres se projettent 

ensuite sur le complexe sensitif du trijumeau divisé en 2 noyaux : le noyau principal situé dans la 

protubérance et le noyau spinal qui s'étend sur toute la hauteur du bulbe rachidien jusqu'au 3 

premiers segments cervicaux de la moelle.  Ce noyau spinal est lui même divisé en 3 sous-

noyaux dont le sous-noyau caudal ayant un rôle dans le relais des informations nociceptives et 

périphériques (Darian-Smith and Mayday, 1960).  
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Figure 5 : Organisation du complexe trigéminal (Dallel et Lanteri-Minet, 2009) 

L’innervation somesthésique de la face comprend le ganglion de Gasser (ou ganglion trigéminal) et les trois branches de la 
cinquième paire de nerfs crâniens à 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. 
 

Au niveau de ce complexe sensitif du trijumeau, les axones du nerf V font alors synapse 

avec le 2e neurone du circuit. Il s’agit d’un ensemble de cellules nerveuses de second ordre 

principalement localisées dans les couches I, II et V du sous-noyau caudal et dans le sous-noyau 

oral qui sont capables de répondre aux situmuli nociceptifs. Comme dans la moelle épinière, les 

axones de ce 2e neurone vont traverser la ligne médiane et le message nociceptif sera alors 

véhiculé du côté contralatéral via le thalamus par le faisceau trigéminothalamique jusqu’aux 

structures supérieures (cortex cérébral, amygdale & hypothalamus)  qui participent à 

l’intégration de différents aspects: sensori-discriminatif et affectivo-émotionnel, pour donner 

lieu à une expérience douloureuse (Dallel et al., 2003). Dans toutes les structures supérieures, le 

message nociceptif est modulé, amplifié ou inhibé en fonction de la situation physiologique, 

émotionnelle, cognitive du sujet et des autres messages sensoriels qu’il reçoit. Des systèmes 

modulateurs descendants peuvent alors être mis en jeu dans l'activation et la modulation de ce 

message. 



 

d) Mécanismes physiopathologiques des douleurs neuropathiques

 La douleur neuropathique résulte d'une lésion et/ou d'une irritation de l'un des 

éléments constitutifs, périphérique et/ou central

affectant le système somatosensoriel 

dysfonctionnements des voies nociceptives

ressenties comme douloureuses, en l’absence de dégât tissulaire apparent. 

neuropathiques, qui sont indépendantes des phénomènes inflammatoires, peuvent néanmoins 

conduire à une hyperexcitabilité p

périphériques. Ces douleurs peuvent être aigue

Figure 6 : Mécanismes physiopathologiques périphériques et centraux à l’origine des doul

Une lésion nerveuse entraine des modicifations périphériques notamment des décharges spontanées et ectopiques avec la 

mise en jeu de certains canaux ioniques

nociceptifs de la corne postérieures de la moelle entrainant ainsi la libération de nombreux médiateurs

Bouhassira, 2009). 

 

 Une des conséquences d'une lésion nerveuse périphérique est l'apparition d'activités 

électriques anormales au sein des fibres lésées, car apparaissant en l'absence de stimulation 

périphérique. De telles activités, dites ectopiques car elles ne sont pas générées au niveau des 

terminaisons nerveuses, peuvent, dans les conditions pathologique
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Mécanismes physiopathologiques des douleurs neuropathiques 

La douleur neuropathique résulte d'une lésion et/ou d'une irritation de l'un des 

éléments constitutifs, périphérique et/ou central, des voies nociceptives ou d’une maladie 

e somatosensoriel (Treede et al., 2008). Ce terme in

dysfonctionnements des voies nociceptives qui génèrent des sensations anormales qui sont 

ressenties comme douloureuses, en l’absence de dégât tissulaire apparent. 

neuropathiques, qui sont indépendantes des phénomènes inflammatoires, peuvent néanmoins 

conduire à une hyperexcitabilité périphérique sous l'effet direct des lésions des fibres 

Ces douleurs peuvent être aigues mais sont le plus souvent chronique

: Mécanismes physiopathologiques périphériques et centraux à l’origine des douleurs neuropathiques

Une lésion nerveuse entraine des modicifations périphériques notamment des décharges spontanées et ectopiques avec la 

ioniques et des modifications centrales correspondant à une hyperexcitabilité des neuro

s de la moelle entrainant ainsi la libération de nombreux médiateurs

Une des conséquences d'une lésion nerveuse périphérique est l'apparition d'activités 

sein des fibres lésées, car apparaissant en l'absence de stimulation 

périphérique. De telles activités, dites ectopiques car elles ne sont pas générées au niveau des 

terminaisons nerveuses, peuvent, dans les conditions pathologiques, naître directement au 

: Douleur & Chimiothérapie 
: Neurophysiologie de la douleur 

 

La douleur neuropathique résulte d'une lésion et/ou d'une irritation de l'un des 

des voies nociceptives ou d’une maladie 

Ce terme inclut des 

qui génèrent des sensations anormales qui sont 

ressenties comme douloureuses, en l’absence de dégât tissulaire apparent. Les douleurs 

neuropathiques, qui sont indépendantes des phénomènes inflammatoires, peuvent néanmoins 

ériphérique sous l'effet direct des lésions des fibres 

mais sont le plus souvent chroniques. 

 

eurs neuropathiques 

Une lésion nerveuse entraine des modicifations périphériques notamment des décharges spontanées et ectopiques avec la 

centrales correspondant à une hyperexcitabilité des neurones 

s de la moelle entrainant ainsi la libération de nombreux médiateurs (Adapté de D. 

Une des conséquences d'une lésion nerveuse périphérique est l'apparition d'activités 

sein des fibres lésées, car apparaissant en l'absence de stimulation 

périphérique. De telles activités, dites ectopiques car elles ne sont pas générées au niveau des 

s, naître directement au 
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niveau des corps cellulaires localisés dans les ganglions rachidiens (Baron et al., 2010). De telles 

décharges aberrantes sont vraisemblablement liées pour une large part à des remaniements des  

 

canaux ioniques, localisés dans ces ganglions, qui règlent l'excitabilité membranaire. Il existe 

notamment, comme pour les douleurs inflammatoires, une surexpression et une accumulation 

de certains sous-types de canaux sodiques (les canaux Nav 1.3, 1.8, 1.9) au niveau de la lésion, 

qui pourraient entraîner un abaissement du seuil d'activation des fibres. La genèse des 

décharges ectopiques pourrait avoir aussi d'autres origines qui concerneraient notamment 

certains canaux potassiques ou encore les récepteurs de la famille TRP (transient receptor 

potential). D'autres modifications métaboliques localisées dans les ganglions spinaux, 

notamment la surexpression ou sousexpression de certains gènes impliqués dans la synthèse de 

neuropeptides utiles à la transmission ou la régulation du message nociceptif, pourraient 

également expliquer l’appartition de ce type de lésion. 

 D'autres transformations à caractère phénotypique ont également été décrites, de telle 

sorte que des fibres de gros calibres (fibres Aβ), qui véhiculent normalement les messages non 

nociceptifs, se « comportent » comme des nocicepteurs (les fibres fines de type C ou Aδ) et 

synthétisent des neuropeptides pronociceptifs tels que la substance P ou le BDNF. Ainsi, dans les 

conditions pathologiques, les fibres de gros calibre pourraient aussi participer à la 

sensibilisation périphérique, participant ainsi à la modulation de l’intensité de la douleur. 

 Concernant les mécanismes centraux pouvant être responsables de douleurs 

neuropathiques, l’hypothèse principale est le développement d’une sensibilisation centrale, 

correspondant à une hyperexcitabilité des neurones nociceptifs centraux liée à des 

modifications directes de leurs propriétés électrophysiologiques. D’autres hypothèses suggèrent 

l’intervention de phénomènes de déshinibition segmentaire avec les systèmes de modulation 

issus de nombreuses structures cérébrales pouvant faciliter ou inhiber la transmission 

médullaire des messages nociceptifs. L’hyperexcitabilité des neurones nociceptifs pourrait 

également dépendre de mécanismes neuro-immunitaires entrainant l’activation des cellules 

gliales et astrocytaires (Figure 6). 

  

e) Douleur neuropathique et cancer 

Nombreuses sont les causes des douleurs neuropathiques. Parmi elles, la maladie 

cancéreuse peut engendrer plusieurs types de douleurs neuropathiques d’origine tumorale ou 
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iatrogène. La prévalence de ce type de douleur reste difficile à évaluer du fait de la multiplicité 

des origines possibles ; il est cependant estimé qu’au cours de la maladie cancéreuse, 35 à 50% 

des patients montrent une atteinte du système nerveux (Manfredi et al., 2003). De plus, il est  

 

relativement difficile de reconnaitre la composante neuropathique parmi l’ensemble des autres 

symptômes auxquels sont exposés les patients atteints d’un cancer.  

Concernant l’origine tumorale de ces douleurs neuropathiques, il est connu que la 

tumeur peut léser le système nerveux, soit localement ou à distance, lié à la présence de 

métastases (Kanner, 2001). La symptomatologie douloureuse peut donc être liée à un 

envahissement tumoral local expliqué par un infiltrat de cellules néoplasiques ou une 

compression du système nerveux par la masse tumorale donnant lieu à une atteinte 

neurologique progressive accompagnée de dysesthésies puis l’apparition d’une douleur 

neuropathique plus intense et plus constante. De même que pour la tumeur primitive, 

l’envahissement local secondaire par les métastases est à l’origine d’atteintes du système 

nerveux via des mécanismes similaires tels que des phénomènes de compression et apparition 

de plexopathies (lorsque l’atteinte touche les plexus nerveux). Egalement lié à la présence d’un 

cancer mais sans lien avec un envahissement tumoral ou une complication connue, des douleurs 

neuropathiques dites paranéoplasiques peuvent apparaitre. Dans cette catégorie, plusieurs sous 

groupes sont à dénombrer avec les polyneuropathies paranéoplasiques dont celle de Denny-

Brown qui est souvent à l’origine de la découverte de la pathologie cancéreuse chez le patient, 

les douleurs neuropathiques liées à la cachexie1, l’immobilisation parfois prolongée du patient et 

le zona, pathologie à risque plus élevé chez le patient cancéreux (Figure 7) (Antoine, 2001; 

Mallecourt and Delattre, 2000). 

L’ensemble des traitements du cancer, que ce soit la chirurgie, la radiothérapie ou encore 

la chimiothérapie, peut être à l’origine de douleurs neuropathiques iatrogènes du cancer. La 

chirurgie, visant à l’ablation tumorale, peut être à l’origine de plusieurs types de neuropathies 

post-chirurgicales allant de la douleur fantôme (lié à l’ablation d’un sein par exemple) aux 

douleurs causées par des lésions nerveuses ne pouvant être évitées durant la chirurgie. 

Concernant la radiothérapie, le but premier est de causer l’irradiation de la tumeur mais 

malheureusement certaines autres structures différentes de la tumeur sont touchées avec par 

exemple une atteinte des fibres nerveuses. Ces manifestations sont dose-dépendantes et 

d’apparition retardée par rapport au traitement. Enfin, l’utilisation de chimiothérapies 

neurotoxiques est la cause de polyneuropathies toxiques, sensitives ou sensitivo-motrices (Avan 

                                                           
1
 Affaiblissement profond de l’organisme (perte de poids, atrophie musculaire) 



 

et al., 2015; Kudlowitz and Muggia, 2014; Miltenburg and Boogerd, 2014)

liées à l’utilisation des vinca

principalement les petites fibres sensitives, avec une apparition rapide environ 1 mois 

 

après le début du traitement. Les taxanes (paclitaxel, docetaxel) causent eux aussi une 

neurotoxicité aigue, dose-dépendante (275 mg/m²) avec une atteinte des grosses fibres tout 

comme les sels de platines. Ces derniers, notamment le cisplatine et le carboplatine, sont 

responsables d’une atteinte dose limitante (300 à 400 mg/m²) retardée. L’oxaliplatine

décrirons plus en détails dans le chapitre suivant,

évolutions différentes consistant en une toxicité immédiate et réversible ainsi qu’une toxicité 

plus tardive à l’origine du développement d’une neuropathie chroni

dépend de la dose cumulée (environ 6 cycles) et peut parfois s’avérer irréversible. L’existence 

d’une allodynie thermique froide est également caractéristique. Une adaptation du traitement 

(posologie, dose) peut permettre de l

iatrogènes mais seule une bonne compréhension des mécanismes physiopathologique

impliqués devrait permettre de trouver 

prévention de ces effets indésirables

Figure 7 : Etiopathogénie des douleurs neuropathiques cancéreuses

La maladie cancéreuse elle-même peut être à l’origine de la symptomatologie douloureuse lié

lui-même, la compression mécanique d’un organe ou d’un nerf ou 

Egalement, les traitements quels qu’ils soient peuvent être à l’origine d’une lésion nerveuse à l’origine de ces douleurs.

 

f) Pharmacologie des douleur

En France, la prévalence des douleurs neuropathiques notamment chroniques (

est estimée à 7% de la population générale. Le taux passe à 5% si on tient compte uniquement 

des douleurs d’intensité modérée à sévère. Au stade de douleur neuropathique, l
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; Kudlowitz and Muggia, 2014; Miltenburg and Boogerd, 2014). Les polyneuropathies 

liées à l’utilisation des vinca-alcaloïdes (vincristine, vinblastine & vindésine) touchent 

principalement les petites fibres sensitives, avec une apparition rapide environ 1 mois 

après le début du traitement. Les taxanes (paclitaxel, docetaxel) causent eux aussi une 

dépendante (275 mg/m²) avec une atteinte des grosses fibres tout 

comme les sels de platines. Ces derniers, notamment le cisplatine et le carboplatine, sont 

d’une atteinte dose limitante (300 à 400 mg/m²) retardée. L’oxaliplatine

décrirons plus en détails dans le chapitre suivant, présente un profil particulier avec 2 

évolutions différentes consistant en une toxicité immédiate et réversible ainsi qu’une toxicité 

plus tardive à l’origine du développement d’une neuropathie chronique. Cette atteinte chronique 

dépend de la dose cumulée (environ 6 cycles) et peut parfois s’avérer irréversible. L’existence 

d’une allodynie thermique froide est également caractéristique. Une adaptation du traitement 

(posologie, dose) peut permettre de limiter l’apparition de certaines de ces neuropathies 

iatrogènes mais seule une bonne compréhension des mécanismes physiopathologique

permettre de trouver des cibles moléculaires pour le traitement ou la 

indésirables. 

: Etiopathogénie des douleurs neuropathiques cancéreuses 

même peut être à l’origine de la symptomatologie douloureuse liée à l’envahissement tumoral 

ique d’un organe ou d’un nerf ou les atteintes d’organes secondaires par des métastases. 

Egalement, les traitements quels qu’ils soient peuvent être à l’origine d’une lésion nerveuse à l’origine de ces douleurs.

douleurs neuropathiques 

n France, la prévalence des douleurs neuropathiques notamment chroniques (

est estimée à 7% de la population générale. Le taux passe à 5% si on tient compte uniquement 

des douleurs d’intensité modérée à sévère. Au stade de douleur neuropathique, l

: Douleur & Chimiothérapie 
: Neurophysiologie de la douleur 

Les polyneuropathies 

inblastine & vindésine) touchent 

principalement les petites fibres sensitives, avec une apparition rapide environ 1 mois  

après le début du traitement. Les taxanes (paclitaxel, docetaxel) causent eux aussi une 

dépendante (275 mg/m²) avec une atteinte des grosses fibres tout 

comme les sels de platines. Ces derniers, notamment le cisplatine et le carboplatine, sont 

d’une atteinte dose limitante (300 à 400 mg/m²) retardée. L’oxaliplatine, que nous 

présente un profil particulier avec 2 

évolutions différentes consistant en une toxicité immédiate et réversible ainsi qu’une toxicité 

que. Cette atteinte chronique 

dépend de la dose cumulée (environ 6 cycles) et peut parfois s’avérer irréversible. L’existence 

d’une allodynie thermique froide est également caractéristique. Une adaptation du traitement 

imiter l’apparition de certaines de ces neuropathies 

iatrogènes mais seule une bonne compréhension des mécanismes physiopathologiques 

des cibles moléculaires pour le traitement ou la 

 

à l’envahissement tumoral 

atteintes d’organes secondaires par des métastases. 

Egalement, les traitements quels qu’ils soient peuvent être à l’origine d’une lésion nerveuse à l’origine de ces douleurs. 

n France, la prévalence des douleurs neuropathiques notamment chroniques (≥ 3 mois) 

est estimée à 7% de la population générale. Le taux passe à 5% si on tient compte uniquement 

des douleurs d’intensité modérée à sévère. Au stade de douleur neuropathique, la lésion du 
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système nerveux est avérée et les traitements proposés serviront à réduire l’intensité 

douloureuse mais aussi les incapacités qui en découlent. La prise en charge de la douleur 

neuropathique est complexe et reste encore aujourd’hui peu efficace avec des traitements 

essentiellement empiriques. 

 

Les traitements de première intention ont déjà démontré leur efficacité dans plusieurs 

études randomisées contrôlées. Parmi eux, les antidépresseurs tricycliques comptent parmi les 

plus utilisés pour le traitement des douleurs neuropathiques périphériques et centrales (Attal 

and Bouhassira, 2015; Finnerup et al., 2015). En pratique, l’amitriptyline (Laroxyl®), la 

clomipramine (Anafranil®) et l’imipramine (Tofranil®) sont souvent le 1er choix, vu leur 

efficacité démontrée et leur coût assez faible par rapport aux autres traitements. Ces traitements 

agissent essentiellement sur les systèmes de modulation de la douleur notamment sur les 

contrôles inhibiteurs descendants monoaminergiques. Ces molécules présentent des effets 

indésirables (sécheresse buccale, constipation, sueurs …) dépendants de la dose administrée. 

Les antidépresseurs de la classe des inhibiteurs de recapture de la sérotonine et de la 

noradrénaline sont également largement prescrits avec une indication majoritaire pour la 

neuropathie diabétique. Leur mécanisme d’action réside sur le renforcement des inhibiteurs 

descendants monoaminergiques de la douleur. Parmi ces molécules, la duloxétine possède une 

AMM pour cette indication et a montré son efficacité dans plusieurs études (Lunn et al., 2014; 

Pergolizzi et al., 2013). Elle présente également des effets indésirables mineurs tels que des 

nausées, une constipation ou une diarrhée, une inappétence et parfois une sécheresse buccale et 

une somnolence. La venlafaxine, inhibiteur mixte de la recapture des monoamines, est 

également prescrite dans cette indication mais présente des effets indésirables plus importants 

comme des troubles digestifs intestinaux et une augmentation de la tension artérielle. Malgré 

leur efficacité souvent partielle, l’utilisation des antidépresseurs pour le traitement des douleurs 

neuropathiques reste à l’heure actuelle la meilleure alternative.  

Toujours en traitement de première intention, la classe des antiépileptiques, notamment 

la gabapentine et la prégabaline, est utilisée dans le traitement de la douleur neuropathique 

périphérique et centrale notamment pour les neuropathies diabétique et post-zostérienne. Leur 

mécanisme d’action réside sur la réduction des phénomènes de sensibilisation centrale ou sur 

les contrôles modulateurs de la douleur. Des effets indésirables sont également observables 

incluant une fatigue/somnolence, une impression vertigineuse, des œdèmes périphériques, une 

sécheresse buccale et des céphalées.  
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Les analgésiques morphiniques (oxycodone, méthadone, morphine) et le tradamol 

figurent également dans les traitements des douleurs des polyneuropathies (Attal et al., 2010). 

L’utilisation de ces molécules est souvent limitée par leurs effets indésirables. D’autres 

médicaments sont parfois proposés mais ne sont pas des traitements de premier choix à cause  

 

 

d’un manque de preuve de leur efficacité, de leurs effets indésirables ou encore de leurs coûts 

élevés. 

Concernant le traitement des neuropathies cancéreuses iatrogènes, celles-ci ne semblent 

pas répondre aux traitements classiques utilisés pour les autres neuropathies. La complexité et 

les nombreux mécanismes expliquant l'apparition de ces neuropathies cancéreuses iatrogènes 

peuvent en partie expliquer que les traitements actuels soient inefficaces (Annexe 1). En effet, 

les possibilités de cibles thérapeutiques sont nombreuses afin de limiter les lésions de l'ADN, les 

altérations des systèmes de réparation cellulaire, les changements mitochondriaux, 

l'augmentation des espèces réactives de l'oxygène (ROS), la modulation de la signalisation 

glutamatergique, les altérations de canaux ioniques, l'activation ectopique de nocicepteurs et de 

cascade de MAP-kinases qui représentent l'ensemble des évènements connus pouvant être 

déclenchés suite au traitement par une chimiothérapie cytotoxique. De récentes méta-analyses 

ont d'ailleurs démontré qu'aucun traitement standard n'existait à ce jour pour la prévention et le 

traitement de ces neuropathies chimio-induites à l'exception de la duloxétine s'avérant parfois 

efficace (Hershman et al., 2014). 

 

2) Méthodes d’exploration de la douleur chez l’animal 

 

La complexité des douleurs, qu’elles soient aigue ou chronique, d’origine inflammatoire, 

neuropathique, viscérale, postopératoire ou encore cancéreuse reste difficile à étudier. Ceci 

explique la grande diversité des modèles animaux utilisés lors des études précliniques afin de 

mimer le plus fidèlement possible les symptômes des différentes pathologies observées en 

clinique. Ces modèles sont principalement utilisés pour l’étude des mécanismes intégrés de la 

douleur et l’évaluation préclinique de nouveaux antalgiques. Ces modèles de douleur sont très 

pertinents, mais cependant, la prédictibilité clinique de ces modèles, notamment en terme 

d’efficacité des antalgiques, se révèle parfois décevante. La disparité des protocoles utilisés ainsi 

que la difficulté dans l’évaluation de la douleur dans la littérature peuvent expliquer ce constat. 
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La compréhension de la douleur est un enjeu majeur justifiant la grande diversité des 

modèles animaux. Avec le développement de la génétique, de l’étude de nombreux mécanismes 

moléculaires ou encore les approches d’électrophysiologie, il est facile d’imaginer que de 

nombreux nouveaux modèles vont voir le jour notamment chez la souris, afin de se rapprocher 

toujours plus des pathologies à étudier. Une amélioration de ces modèles ne suffit pas, le  

 

raffinement des méthodes comportementales et de l’analyse des résultats est également à 

envisager. 

Les descriptions suivantes concerneront les modèles animaux utilisés pour la réalisation 

de mes travaux de thèse à savoir l’utilisation d’animaux sain WT (wild type) ou KO (knock out) 

et de modèles cancéreux visant à étudier la neuropathie chimio-induite à l’oxaliplatine, réaliser 

des approches pharmacologiques pour l’étude de molécules susceptibles d’améliorer les 

symptômes associés à cette neuropathie et vérifier que ces dernières n’intéragissent pas 

négativement sur l’action de la chimiothérapie. 

 

a) Animal sain 

Des souris WT ont été utilisées dans notre cas, pour la mise au point d’un modèle de 

neuropathie chimio-induite à l’oxaliplatine. L’ensemble des symptômes décrits en clinique que 

ce soit l’hypersensibilité douloureuse, le développement de troubles de la sensibilité ainsi que 

les manifestations morbides telles que l’anxiété et la dépression ont été étudiés dans ce modèle. 

Les souris génétiquement modifiées (transgéniques et aux gènes inactivés) représentent 

également des outils précieux dans la plupart des domaines de la recherche médicale. La souris 

est un bon modèle pour mimer les symptômes de pathologie observés en clinique, car 

l'organisation de son ADN et l'expression de ses gènes sont très similaires à ceux de l'homme. 

Son système nerveux est d’ailleurs identique à celui de l'Homme et les souris souffrent d'un 

grand nombre de maladies identiques, notamment le cancer, le diabète et l'anxiété. Manipuler 

leurs gènes peut les amener à développer d'autres maladies qui ne les affectent pas de façon 

naturelle. Par conséquent, les recherches sur les souris ont permis de  comprendre à la fois la 

physiologie humaine et les causes de la maladie. Dans notre cas et dans un but complémentaire à 

la réalisation de nos études pharmacologiques, l’utilisation de souris génétiquement modifiées 

en particulier pour le gène TREK-1 (et les autres membres de la famille des canaux K2P) ou 



 

encore mGluR4 ont été des outils utiles à la compréhension du mécanisme

molécules. 

 

b) Animal cancéreux - modèle de cancer colique

Figure 8 : Carncérogénèse colique 

Le cancer colorectal se développe sur la muqueuse du côlon ou du rectum. Le cancer est généralement précédé de

pré-cancéreuses : les polypes adénomateux,

processus long qui s´étale sur plusieurs années.

 

Les souris APCMin sont des oncosouris, c'e

spécifique qui les prédispose à développer un cancer. Ces souris sont essentielles pour la 

compréhension de nombreux cancers, pour le développement de techniques destinées à les 

traiter et dans notre étude, pour vérifier si l’utilisation de molécule visant à réduire

symptômes de la neuropathie induite par une chimiothérapie n’impacte pas l’effet de celle

le cancer en question. 

Les souris APCMin (adenomatous polyposis coli 

des animaux porteurs d’une mutation au niv

prédisposant au développement spontané de multiples adénomes intestinaux

souris ne sont pas viables à l’état homozygote. 

transversion entre une thymine et une adénine au niveau du nucléotide 2549 engendrant une 

mutation non-sens avec le changement d’une leucine par un codon stop.

Il a été initialement rapporté que l’ensemble des souris hétérozygotes C57BL /6J

suivant un régime riche en graisses développent plus de 30 adénomes à travers le tractus 

intestinal et la plupart meurent à l’âge de 120 jours. Les hétérozygotes développent égalemen

une anémie (Moser et al., 1990; Su et al., 1992)

également des tumeurs mammaires mais l
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mGluR4 ont été des outils utiles à la compréhension du mécanisme d’action

modèle de cancer colique : Modèle APCMin 

: Carncérogénèse colique - évolution du polype vers le cancer colorectal

Le cancer colorectal se développe sur la muqueuse du côlon ou du rectum. Le cancer est généralement précédé de

cancéreuses : les polypes adénomateux, excroissances indolores qui prolifèrent sur la muqueuse intestinale selon un 

processus long qui s´étale sur plusieurs années. 

sont des oncosouris, c'est-à-dire qu’elles présentent 

qui les prédispose à développer un cancer. Ces souris sont essentielles pour la 

compréhension de nombreux cancers, pour le développement de techniques destinées à les 

traiter et dans notre étude, pour vérifier si l’utilisation de molécule visant à réduire

symptômes de la neuropathie induite par une chimiothérapie n’impacte pas l’effet de celle

(adenomatous polyposis coli – multiple intestinal neoplasia) sont donc 

des animaux porteurs d’une mutation au niveau du gène APC, suppresseur de tumeur, les 

prédisposant au développement spontané de multiples adénomes intestinaux

s viables à l’état homozygote. Le séquençage de ce gène a permis d’identi

thymine et une adénine au niveau du nucléotide 2549 engendrant une 

sens avec le changement d’une leucine par un codon stop.  

alement rapporté que l’ensemble des souris hétérozygotes C57BL /6J

suivant un régime riche en graisses développent plus de 30 adénomes à travers le tractus 

intestinal et la plupart meurent à l’âge de 120 jours. Les hétérozygotes développent égalemen

(Moser et al., 1990; Su et al., 1992). Certaines femelles APC

ement des tumeurs mammaires mais les adénômes observés chez la souris APC
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d’action de certaines 

 
évolution du polype vers le cancer colorectal 

Le cancer colorectal se développe sur la muqueuse du côlon ou du rectum. Le cancer est généralement précédé de lésions 

res qui prolifèrent sur la muqueuse intestinale selon un 

dire qu’elles présentent une mutation 

qui les prédispose à développer un cancer. Ces souris sont essentielles pour la 

compréhension de nombreux cancers, pour le développement de techniques destinées à les 

traiter et dans notre étude, pour vérifier si l’utilisation de molécule visant à réduire les 

symptômes de la neuropathie induite par une chimiothérapie n’impacte pas l’effet de celle-ci sur 

multiple intestinal neoplasia) sont donc 

eau du gène APC, suppresseur de tumeur, les 

prédisposant au développement spontané de multiples adénomes intestinaux (Figure 8). Ces 

Le séquençage de ce gène a permis d’identifier la 

thymine et une adénine au niveau du nucléotide 2549 engendrant une 

alement rapporté que l’ensemble des souris hétérozygotes C57BL /6J-APCMin 

suivant un régime riche en graisses développent plus de 30 adénomes à travers le tractus 

intestinal et la plupart meurent à l’âge de 120 jours. Les hétérozygotes développent également 

. Certaines femelles APCMin développent 

es adénômes observés chez la souris APCMin 
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concernent principalement le côlon et l’intestion grêle (Cheung et al., 2010). La plupart des 

souris invalidées présentent quelques adénomes de petite ou moyenne taille à l’âge de 5 

semaines, avec un nombre en constante augmentation jusqu’à l’âge de 8 semaines (Kettunen et  

 

al., 2003). Le diamètre des adénomes augmente de façon significative jusqu’à la 15e semaine, âge 

auquel il est également observé que les mutants présentent un poids inférieur à une souris 

sauvage. 

D’un point de vue clinique, le gène suppresseur de tumeur APC a été identifié dans les 

cancers colorectaux et la polypose adénomateuse familiale (PAF) chez l’Homme. La polypose 

adénomateuse familiale (PAF) est caractérisée par le développement d'adénomes du rectum ou 

du côlon par centaines ou milliers dans la deuxième décennie. Elle se manifeste dans les deux 

sexes, et représente moins de 1% des cancers colorectaux (CCR) avec un risque de 100% de CCR 

chez les porteurs de la mutation (Bisgaard et al., 1994).  
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Chapitre I-2 : L’oxaliplatine (Eloxatine®)

 

1) Généralités 

 

a) Origine et structure 

La découverte des platines a été faite 

biophysicien du nom de Barnett Rosenberg

(Monneret, 2011). En essayant de faire passer un courant électrique, grâce à des électrodes de 

platine, dans une culture d’Escherichia

multipliaient plus. Il a été démontré par la suite que l

de culture était à l’origine de ce phénomène. 

cisplatine, a vu son utilisation clinique

ont ensuite vu le jour avec la 2

américain en 1989 et commercialisé par la firme Bristol

dont fait parti l’oxaliplatine a été découvert en 1976 par l’équipe du professeur Yoshinori Kidani 

à l’Université de Nagoya au Japon et sa mise sur le marché a été obtenu

Royaume-Uni (1999), aux États

 

Figure 9 : Structure chimique comparée de l’oxaliplatine, du cisplatine et du carboplatine

Les agents antinéoplasiques contiennent des

Le platine, généralement à l'état de Pt2+, est lié par des liaisons covalentes à deux substituants et datives aux deux autres, 

dont deux substituants azotés peu labiles et deux substituants labiles, chlorure ou carboxylate.

Chapitre I : Douleur & Chimiothérapie
Chapitre I-2 : L’oxaliplatine (Eloxatine®)

51 

: L’oxaliplatine (Eloxatine®)

La découverte des platines a été faite par sérendipité. En effet, une expérience menée par 

biophysicien du nom de Barnett Rosenberg a été à l’origine de cette découverte en 1965

. En essayant de faire passer un courant électrique, grâce à des électrodes de 

’Escherichia coli, il s’est alors rendu compte que les bactéries ne se 

été démontré par la suite que la présence de sel de platine 

était à l’origine de ce phénomène. La première génération de platine

vu son utilisation clinique approuvée par la FDA en 1978. Des composés analogues 

ont ensuite vu le jour avec la 2e génération comprenant le carboplatine mis sur le marché 

et commercialisé par la firme Bristol-Myers Squibb. La dernière génération 

dont fait parti l’oxaliplatine a été découvert en 1976 par l’équipe du professeur Yoshinori Kidani 

à l’Université de Nagoya au Japon et sa mise sur le marché a été obtenue en France (1996), au 

Uni (1999), aux États-Unis (2004) et au Japon (2005). 

 

: Structure chimique comparée de l’oxaliplatine, du cisplatine et du carboplatine

Les agents antinéoplasiques contiennent des complexes de platine actifs (Pt2+) ayant une structure commune. 

latine, généralement à l'état de Pt2+, est lié par des liaisons covalentes à deux substituants et datives aux deux autres, 

dont deux substituants azotés peu labiles et deux substituants labiles, chlorure ou carboxylate. 
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: L’oxaliplatine (Eloxatine®) 

En effet, une expérience menée par un 

a été à l’origine de cette découverte en 1965 

. En essayant de faire passer un courant électrique, grâce à des électrodes de 

s’est alors rendu compte que les bactéries ne se 

a présence de sel de platine dans le milieu 

de platine, incluant le 

approuvée par la FDA en 1978. Des composés analogues 

génération comprenant le carboplatine mis sur le marché 

La dernière génération 

dont fait parti l’oxaliplatine a été découvert en 1976 par l’équipe du professeur Yoshinori Kidani 

en France (1996), au 

: Structure chimique comparée de l’oxaliplatine, du cisplatine et du carboplatine. 

une structure commune.  

latine, généralement à l'état de Pt2+, est lié par des liaisons covalentes à deux substituants et datives aux deux autres, 
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L’oxaliplatine (trans-[(1R,2R)-1,2-cyclohexanediamine-N,N′]oxalato(2-)O,O′platinum ou 

Eloxatine®) est donc un anticancéreux de la classe des DACH platines de 3e génération de part 

sa structure chimique originale qui lui confère des propriétés particulières et qui le distingue 

des générations précédentes. Il est constitué d’un groupement oxalate hydrolysable et d’un 

groupement 1,2-diaminocyclohexane (DACH) complexés autour d’un atome de platine (Figure 

9). Sa formule chimique est C8H12N2O4Pt. 

L’oxaliplatine se démarque des autres platines par son spectre d’activité anti-tumorale 

beaucoup plus large et est couramment utilisé dans le traitement du cancer colorectal et autres 

cancers digestifs. En effet, les autres dérivés de platine se sont révélés inactifs dans le traitement 

des cancers colorectaux métastatiques. 

 

b) Biotransformation 

In vitro, la biotransformation de l’oxaliplatine résulte d’une série de dégradations non 

enzymatiques. De la même manière chez les patients, l’oxaliplatine subit une biotransformation 

complète. Plusieurs métabolites réactifs sont ainsi formés suite à l’hydrolyse du groupement 

oxalate, générant plusieurs composés bioactifs comme le monochloro-, dichloro-, diaquo-DACH 

platine (DACH-Pt) (Graham et al., 2000) et certains conjugués inactifs issus de la fixation 

irréversible de l’oxaliplatine avec des composés comme l’albumine, la cystéine, la méthionine et 

le glutathion réduit (Kweekel et al., 2005).  

 

c) Mécanisme d’action 

 

i) Pharmacocinétique 

Au terme d'une perfusion de 2 heures, 15 % du platine administré est retrouvé dans la 

circulation systémique, les 85 % restants étant rapidement distribués dans les tissus ou éliminés 

dans les urines (Stein and Arnold, 2012). L’oxaliplatine a pour propriété de se fixer aux 

protéines plasmatiques, principalement à l’albumine et aux érythrocytes de façon irréversible 

(Mani et al., 2000) expliquant un temps de demi-vie érythrocytaire de l’oxaliplatine proche du 

temps de renouvellement naturel des hématies et de l'albumine sérique (29 à 50 jours). Ceci 

montre également que l’oxaliplatine ne diffuse pas dans le plasma une fois piégé dans les 



 

hématies (Lévi et al., 2000) et perd son activité anti

ultrafiltrable, il représente le «

administrée (Figure 10). 

Aucune accumulation du platine n'a été observée dans le plasma ultrafiltré après la 

perfusion de 85 mg/m2 toutes les 2

d'équilibre plasmatique est atteint au 1

intra-individuelle en général faible

l’oxaliplatine est brève (~ 14,1 minutes), ce qui s’explique par une hyrdolyse excessive causé

par la présence d’ions chlorure et une clairance rénale rapide 

L’élimination des dérivés de platines est triphasique, avec 2 phases rapides t

(respectivement 0.28-0.43h et 16.3

correspondant à la clairance rapide de l’oxaliplatine et ses dérivés (diffusion dans les tissus et 

filtration glomérulaire). La dernière phase est plus longue ave

libération lente et progressive de platine 

Concernant son élimination, le pla

clairance survient principalement dans les 48 heures suivant l'administration et est corrélée 

directement au débit de filtration glomérulaire. 

doses d’oxaliplatine administrées n’a pas été corrélée à une augmentation de la toxicité rénale, 

indiquant qu’aucune modification de la posologie

présentant une dysfonction rénale 

environ 53.8±9.1% de la dose totale a été récupérée dans l'urine et moins de 2.1±1.9% de la 

dose dans les fécès. 

Figure 10 : Biotransformation et pharmacocinétique 

Les réactions de biotransformations de l’oxaliplatine

réaction d’hydrolyse ainsi qu’à la libération d’oxalate, de conjugués inactifs, et de DACH libre

conjugaison. 
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et perd son activité anti-tumorale. Le platine non fixé est 

ultrafiltrable, il représente le « platine libre » et représente la fraction active de la dose 

Aucune accumulation du platine n'a été observée dans le plasma ultrafiltré après la 

toutes les 2 semaines ou de 130 mg/m2 toutes les 3 

plasmatique est atteint au 1er cycle de chimiothérapie avec une variabilité inter et 

individuelle en général faible (Graham et al., 2000). La demi-vie plasmatique de 

l’oxaliplatine est brève (~ 14,1 minutes), ce qui s’explique par une hyrdolyse excessive causé

par la présence d’ions chlorure et une clairance rénale rapide (Alcindor and Beauger, 2011)

L’élimination des dérivés de platines est triphasique, avec 2 phases rapides t

0.43h et 16.3-16.8h) dépendant de la dose administrée (85 ou 130mg/m²) 

correspondant à la clairance rapide de l’oxaliplatine et ses dérivés (diffusion dans les tissus et 

filtration glomérulaire). La dernière phase est plus longue avec 273-391h correspondant à la 

libération lente et progressive de platine (Morrison et al., 2000). 

Concernant son élimination, le platine est principalement excrété

clairance survient principalement dans les 48 heures suivant l'administration et est corrélée 

directement au débit de filtration glomérulaire. A l’inverse du carboplatine, 

doses d’oxaliplatine administrées n’a pas été corrélée à une augmentation de la toxicité rénale, 

indiquant qu’aucune modification de la posologie n’est nécessaire même chez les patients 

rénale (Takimoto et al., 2003).  Au 5ème jour après l’administration, 

environ 53.8±9.1% de la dose totale a été récupérée dans l'urine et moins de 2.1±1.9% de la 

 
: Biotransformation et pharmacocinétique de l’oxaliplatine 

de l’oxaliplatine conduisent à la formation de métabolites actifs cytotoxiques

à la libération d’oxalate, de conjugués inactifs, et de DACH libre
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Le platine non fixé est dit 

» et représente la fraction active de la dose 

Aucune accumulation du platine n'a été observée dans le plasma ultrafiltré après la 

 semaines et un état 

avec une variabilité inter et 

vie plasmatique de 

l’oxaliplatine est brève (~ 14,1 minutes), ce qui s’explique par une hyrdolyse excessive causée 

(Alcindor and Beauger, 2011). 

L’élimination des dérivés de platines est triphasique, avec 2 phases rapides t1/2α et t1/2β 

16.8h) dépendant de la dose administrée (85 ou 130mg/m²) 

correspondant à la clairance rapide de l’oxaliplatine et ses dérivés (diffusion dans les tissus et 

391h correspondant à la 

tine est principalement excrété dans l'urine, et la 

clairance survient principalement dans les 48 heures suivant l'administration et est corrélée 

inverse du carboplatine, l’augmentation des 

doses d’oxaliplatine administrées n’a pas été corrélée à une augmentation de la toxicité rénale, 

n’est nécessaire même chez les patients 

jour après l’administration, 

environ 53.8±9.1% de la dose totale a été récupérée dans l'urine et moins de 2.1±1.9% de la 

 

à la formation de métabolites actifs cytotoxiques après une 

à la libération d’oxalate, de conjugués inactifs, et de DACH libre après une réaction de 
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ii) Pharmacodynamie 

Les dérivés actifs issus de la biotransformation de l’oxaliplatine sont capables d’intéragir 

avec l’ADN, l’ARN ou encore les protéines (Graham et al., 2000). Ces intéractions avec l’ADN sont 

à l’origine de la formation de liaisons covalentes croisées 1,2 ou 1,3-intra brins à la position N7 

de 2 guanines adjacentes (GG) ou plus rarement d’une adénine et d’une guanine adjacente (AG) 

(Figure 11). Des adduits inter-brins sont également formés, mais en quantité bien plus faible. 

L’ensemble de ces liaisons forment des adduits de platines qui sont à l’origine de la perturbation 

de la synthèse de l’ADN (inhibition de la transcription, arrêt de la réplication et du cycle 

cellulaire et stimulation des mécanismes de réparation de l’ADN et des voies de signalisation 

responsables de l’induction de l’apoptose). Le déclenchement de l’ensemble de ces mécanismes 

permet alors d’expliquer les effets cytotoxiques et antitumoraux de la chimiothérapie.  

 

 

Figure 11 : Formation des adduits oxaliplatine-ADN 

Les sels de platine forment des ponts intra- ou inter-brins (pontages) entre les deux chaînes de l’ADN. Les complexes ainsi 

formés sont appelés adduits et sont responsables de la cytotoxicité. Les adduits inhibent la réplication de l'ADN aboutissant 

à l’apoptose de la cellule. 

 

 
L’oxaliplatine présente cependant une cytotoxicité supérieure à celle des adduits formés 

par les autres sels de platines. Des études ont montré qu’à doses équivalentes, l’oxaliplatine 

formait 2 à 10 fois moins d’adduits que les autres sels de platines (Faivre et al., 2003), suggérant 

l’existence de mécanismes et de lésions cellulaires différents avec une modification de la 

structure d’ADN plus importante que pour le cisplatine et des adduits Pt-ADN qui semblent plus 
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efficaces que les adduits cis-diamine-Pt-ADN causés par le cisplatine. En effet, l’oxaliplatine est 

capable de créer une distorsion de la double hélice provoquée par la fixation des dérivés de 

platine (Rixe et al., 1996; Todd and Lippard, 2009), bloquant ainsi plus efficacement la 

réplication et la transcription (Scheeff et al., 1999). Cette distorsion va être reconnue par les 

systèmes de réparation de l’ADN, notamment le MMR (Mismatch Repair) et le NER (Nucleotide 

Excision Repair). Ces systèmes se sont révélés moins efficaces dans la  réparation des lésions 

liées à l’oxaliplatine par rapport aux dommages causés par les autres platines, pouvant expliquer 

l’efficacité de l’oxaliplatine sur des cancers résistants au cisplatine (Raymond et al., 2002). 

Ces mécanismes de réparation sont à l’origine de la surexpression de p53, protéine 

capable d’initier deux voies apoptotiques différentes. La première, dite voie intrinsèque (ou voie 

mitochondriale) fait intervenir la protéine p53 à l’origine de l’activation du cytochrome-c (la 

protéine Bax) présent dans les mitochondries. Lorsque la protéine Bax est en quantité 

suffisamment importante, il y a activation de l’apoptosome qui sera à son tour à l’origine de de la 

mise en jeu d’une cascade responsable de l’activation des caspases effectrices, les caspases 3 

(Arango et al., 2004). La seconde voie, dite voie extrinsèque (ou voie des récepteurs à domaines 

de mort) fait également intervenir p53, permettant la liaison du ligand Fadd à son récepteur Fas, 

composant le complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex) à l’origine de l’activation de la 

caspase 8 (Marchetti et al., 2004). Ces deux voies permettent d’aboutir à l’apoptose cellulaire 

(Figure 12).  

 

Figure 12 : Les voies de signalisations de l’apoptose (Cotter, 2009) 

Deux voies intrinsèque et extrinsèque sont responsables de l’apoptose cellulaire et font intervenir la protéine p53 

permettant ainsi l’activation du cytochrome-c et l’activation de caspases. 
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d) Pharmacologie clinique 

 

i) Utilisation et posologie 

L’oxaliplatine est majoritairement utilisé comme traitement adjuvant du  cancer du colon 

au stade III (stade C de Dukes2) après résection complète de la tumeur initiale mais aussi comme 

traitement des cancers colorectaux métastatiques (Goldberg, 2004). La dose recommandée de 

l'oxaliplatine est de 85 mg/m2 par voie intraveineuse répétée toutes les deux semaines pendant 

12 cycles (6mois) en traitement adjuvant et jusqu'à régression de la maladie ou 

apparition  d'une toxicité inacceptable dans le traitement des cancers colorectaux métastatiques. 

La dose sera ajustée en fonction de la tolérance. Des doses de 130mg/m² ou de 175 mg/m² 

libérées sur 5 jours répétées toutes les 3 semaines sont parfois utilisées. Communément, 

l'oxaliplatine est administré en perfusion I.V. de 2 à 6 heures dans 250 à 500 ml d'une solution 

de glucose 5% (50 mg/ml) afin d'obtenir une concentration comprise entre 0,2 mg/ml et 0,7 

mg/ml; 0,7 mg/ml correspondant à la dose la plus communément utilisée de 85 mg/m2.  

L'oxaliplatine est parfois administré en monothérapie mais le plus souvent en 

association avec du 5 fluorouracile (5-FU) en perfusion continue. A cela s’ajoute l’acide folinique 

qui est utilisé pour stabiliser le complexe entre le 5-FU et la thymidine synthétase et permettre 

donc d’augmenter l’efficacité du 5-FU. L’association de ces 3 composés a pour acronyme FOLFOX 

avec différentes variantes développées afin de minimiser la toxicité de chacun des 

anticancéreux.  

Au vue de l’efficacité de l’oxaliplatine sur les cancers colorectaux, de nouveaux essais 

cliniques ont été menés pour connaitre son efficacité concernant d’autres cancers. Celle-ci a été 

démontrée pour les cancers oesophagiens (Yoon et al., 2015), des voies biliaires (Hwang et al., 

2015), pancréatiques (Katopodis et al., 2014), hépatocellulaires (Sun et al., 2011) mais aussi 

ovariens (Herzog et al., 2014) et mammaires (Sun et al., 2012). 

 

 

                                                           
2 Cancer étendu aux tissus péricoliques avec envahissement ganglionnaire 
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ii) Effets indésirables 

 Les toxicités les plus fréquemment rencontrées lors d’utilisation d'oxaliplatine en 

clinique sont les suivantes : 

- une toxicité digestive : les risques de vomissements sont moins importants qu'avec le 

cisplatine, mais justifient la prescription systématique d'antiémétiques puissants. Une 

toxicité particulière est la survenue fréquente de diarrhées qui peuvent être importantes 

et dont les effets sur l'hydratation du malade doivent être prévenus (Zafar et al., 2010). 

-  une toxicité hématologique avec apparition d’une neutropénie de grade 3 à 4 (Cen et al., 

2012) et une thrombopénie généralement peu sévère. 

- une toxicité neurologique avec l’apparition d’une neuropathie périphérique aigue 

caractéristique qui survient au cours ou dans les jours suivants la perfusion et une 

neuropathie chronique s’installant après plusieurs cures. Les symptômes caractérisant 

cette toxicité neurologique seront décrits plus précisément par la suite. 

 

 Pour comparer avec les autres sels de platine, l’oxaliplatine ne présente pas ou peu de 

toxicité auditive comme le cisplatine, il est moins néphro-toxique que le cisplatine et moins 

toxique pour la moelle osseuse que le carboplatine (Extra et al., 1998). Par contre, sa 

neurotoxicité est plus importante et représente une de ses particularités. 

 

2) Neurotoxicité induite par l’oxaliplatine 

 

a) Sémiologie 

 

i) Neuropathie aigue  

(1) Tableau clinique 

Cette neuropathie touche près de 90% des patients et est responsable d’un ensemble de 

symptômes sensoriels comprenant des paresthésies 3  et dysesthésies 4  exacerbées par 

l’exposition au froid, touchant principalement les extrémités (mains et pieds) ainsi que la région 

péri-orale (Cersosimo, 2005). Des engourdissements, une fatigue musculaire ainsi que 

                                                           
3 Trouble de la sensibilité tactile, regroupant plusieurs symptômes, dont la particularité est d'être désagréable mais non douloureux : 
fourmillements, picotements, engourdissements 
4 Diminution ou exagération de la sensibilité avec sensations de douleurs, d'engourdissements, picotements ou de brûlures 
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l’apparition de douleur neuropathique font également partis de ces symptômes. Ces 

manifestations sont précoces avec une survenue dans les 2 jours suivant la première cure dans 

80 à 85% des cas. Exceptionnellement, dans 1 à 2% des cas, un syndrome aigu de dysesthésie 

pharyngo-laryngée (grade 3 ou 4) peut être observé, avec des sensations subjectives de 

dysphagie ou de dyspnée (sans signe objectif de détresse respiratoire), une contracture de la 

mâchoire, une dysesthésie linguale, une dysarthrie5  et une oppression thoracique. Une 

dysesthésie pharyngolaryngée (tous grades confondus) a été signalée dans une proportion allant 

jusqu’à 38% des patients (Argyriou et al., 2013).  

 Cette symptomatologie est rapidement réversible de façon systématique, même en 

l'absence de tout traitement. L'allongement de la durée de la perfusion dans les cycles suivants 

diminue l'incidence de ce syndrome. Malgré le caractère transitoire de ces symptômes 

neurologiques, la qualité de vie des patients traités par oxaliplatine est affectée et la mise en 

garde des patients sur l’éventuelle survenue de ce symptôme reste indispensable (Tofthagen, 

2010). Des recommandations simples comme le fait d’éviter le contact direct avec le froid 

permet de limiter la survenue des symptômes. De tous les symptômes décrits dans la 

neuropathie aigue, le plus invalidant reste en effet l’hypersensibilité au froid. 

 

(2) Toxicodynamie 

Les mécanismes pouvant expliquer la neuropathie aigue restent encore à éclaircir mais 

l’hypothèse d’une canalopathie semble la plus décrite. A l’heure actuelle, plusieurs mécanismes  

sont tout de même proposés pour expliquer cette neurotoxicité à savoir des mécanismes 

transitoires liés à une atteinte fonctionnelle des canaux sodium voltage-dépendant provoquant 

une diminution de l’amplitude des courants entrants (Adelsberger et al., 2000; Kagiava et al., 

2008; Webster et al., 2005), un blocage des canaux potassium ou encore la chélation des cations 

bivalents. Il est donc suggéré que ces mécanismes peuvent intéragir entre eux afin d’expliquer 

l’apparition des symptômes caractérisant la neuropathie aigue (Figure 13). 

Des études suggèrent donc une implication des canaux sodiques, en particulier le sous-

type Nav1.6, son blocage engendrant une inhibition de l’allodynie au froid causée par 

l’oxaliplatine (Deuis et al., 2013). L’oxalate, métabolite de l’oxaliplatine, pourrait être à l’origine 

de ce mécanisme de par sa capacité à chélater les cations bivalents comme le calcium et le 

magnésium. Les réductions de concentrations de calcium contribuent en effet à 

l’hyperexcitabilité neuronale, expliquant les symptômes de paresthésie, crampe et tétanie 

                                                           
5  Trouble de l'articulation de la parole, d'origine centrale 
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musculaire. Une fois les concentrations de cations disponibles modifiées, ceci engendre une 

altération des courants sodiques mais également potassiques responsables de l’hyperexcitabilité 

neuronale périphérique induite par l’oxaliplatine (Sittl et al., 2012).  

Il a par ailleurs été montré que l’utilisation de bloqueurs de canaux sodiques en 

combinaison avec des molécules contribuant à l’ouverture des canaux potassiques étaient 

capables d’inhiber l’hyperexcitabilité neuronale provoquée par l’oxaliplatine , montrant ainsi 

l’implication des canaux potassiques dans ce phénomène (Dimitrov and Dimitrova, 2012). Cette 

hypothèse est renforcée par le fait que plusieurs de ces canaux potassiques tels que les canaux 

hyperpolarisants TREK-1, TRAAK et Kv1.1 sont sous-exprimés dans les DRGs de souris traitées 

avec une injection d’oxaliplatine. De plus, l’implication de ces canaux ioniques a été confirmée 

par l’évaluation comportementale des souris invalidées pour les gènes codant pour TREK-1 et 

TRAAK (Descoeur et al., 2011). Cependant, l’explication de cette neuropathie aigue semble 

également imputable à d’autres canaux ioniques. Des études récentes ont montré que 

l’hypersensibilité au froid peut être associée à l’hyperexcitabilité du canal TRPA1 (Zhao et al., 

2012). Ce canal est présent au niveau des fibres C et possède un rôle dans la détection du froid, 

pouvant faire le lien avec l’hypersensibilité au froid, symptôme largement décrit chez les 

patients traités à l’oxaliplatine. Le blocage de TRPM8, canal également impliqué dans la 

détection du froid, a permis d’atténuer l’allodynie au froid induite par l’oxaliplatine par 

l’injection d’un de ces antagonistes, la capsazépine. TRPM8 a été montré surexprimé dans les 

ganglions de la racine dorsale après une injection d’oxaliplatine (Gauchan et al., 2009; Kawashiri 

et al., 2012). Cette surexpression n’a cependant pas toujours été confirmée contrairement à la 

surexpression de TRPA1 (Descoeur et al., 2011). Cette même étude a également montré la 

surexpression d’autres canaux pro-excitateurs tel que les canaux Nav1.8 confirmant bien 

l’implication des canaux sodiques mais également le canal HCN1. Ce dernier a prouvé son 

implication dans l’allodynie au froid induite par l’oxaliplatine, symptômes réversés lors de 

l’utilisation d’un antagoniste des canaux HCN, l’ivabradine. 

Plusieurs éléments suggèrent que le stress oxydatif pourrait être impliqué dans la 

neurotoxicité induite par l’oxaliplatine (Nassini et al., 2011). En effet, de nombreux traitements 

anti-oxydants ont permis de réduire les symptômes neuropathiques, notamment  l’acétyl-L-

carnitine (Zheng et al., 2011), l'acide α-lipoïque ou encore la vitamine C capable d’inhiber 

l'hyperalgésie induite chez le rat traité à l’oxaliplatine (Joseph et al., 2008).  Les nocicepteurs IB4 

positifs seraient plus particulièrement la cible de ce stress oxydatif induit par l’oxaliplatine. En 

effet, l’injection d’une neurotoxine spécifique des nocicepteurs IB4 positifs (fibres C non 

peptidergiques) prévient l’hyperalgie induite par l’oxaliplatine (Joseph et al., 2008). 



 

Figure 13 : Toxicodynamie de la neuropathie aigue et chronique

Récapitulatif de l’ensemble des hypothèses existantes pour expliquer la neurotoxicité causéee par l’oxaliplatine avec 

l’existence de canalopathies, de dysfonctionnements au 

stress oxydatif  (adapté de Carozzi et al., 201

 

 

ii) Neuropathie chronique 

 

(1) Tableau clinique

La symptomatologie de la neuropathie chronique à l’oxaliplatin

retrouvée avec le cisplatine et le carboplatine. 

l’origine de l’apparition de cette neuropathie chronique et survient chez 
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l’existence de canalopathies, de dysfonctionnements au niveau des transporteurs, de chelation de cations ou encore de 

., 2015). 

Neuropathie chronique  

Tableau clinique 

La symptomatologie de la neuropathie chronique à l’oxaliplatine est similaire à celle 

retrouvée avec le cisplatine et le carboplatine. La répétition des cures de chimiothérapie est à 

ette neuropathie chronique et survient chez 50 à 70

caractérisée par des symptômes persistants et fortement invalidants. Elle apparait en moyenne à 

6 mois de cure (équivalent environ à la 10e cure) et de grade 3 (Grothey, 2003

développe progressivement et se caractérise par une persistance des symptômes

de chimiothérapie, un engourdissement des membres et des douleurs spontanées

également accompagnée d’une gêne fonctionnelle et des troubles de la sensibilité

des symptômes est dose dépendante et dans les cas les plus sévères, une ataxie sensorielle ainsi 
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qu’une perte de la sensibilité superfi

(Gamelin et al., 2006; Zedan et al., 2014)

lentement réversible et voire dans certains cas irréversible.

atteints présentent encore des symptômes 29 mois après le dernier cycle de chimiothérapie 

(Park et al., 2011). Certains cas de progression voire d’installation de la neuropathie après l’arrêt 

de la chimiothérapie ont également été rapportés 

La neuropathie chronique

cumulée mais également le temps de perfusion, le calendrier de traitement, la réalisation d’un 

acte chirurgical précédant la chimiothérapie

(Alejandro et al., 2013; Gornet et al., 2002; 

l’âge, l’anémie ou encore l’hypoalbuminémie

peuvent favoriser son apparition 

Tableau 1 : Grade de la neuropathie selon l’échelle de Lévi ou du NCIC

 

Elle est en général évaluée grâce à une échelle spécifique, l'échelle de Lévi modifiée

et al., 1997), permettant de classer les paresthésies en quatre grades selon l'intensité et la durée 

des troubles tout en prenant en compte les troubles fonctionnels s’avèrant invalidants pour les 

patients. L'échelle du NCIC-CTC (National Cancer Institute of Canada Common Toxicit
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qu’une perte de la sensibilité superficielle et profonde peuvent être retrouvées chez les patients 

(Gamelin et al., 2006; Zedan et al., 2014). Contrairement à la neuropathie aigue, elle est 

lentement réversible et voire dans certains cas irréversible. En effet, jusqu’à 80% des patients 

teints présentent encore des symptômes 29 mois après le dernier cycle de chimiothérapie 

Certains cas de progression voire d’installation de la neuropathie après l’arrêt 

de la chimiothérapie ont également été rapportés (Tofthagen, 2010). 

neuropathie chronique dépend de nombreux facteurs comme la dose reçue, la dose 

mais également le temps de perfusion, le calendrier de traitement, la réalisation d’un 

nt la chimiothérapie ou encore la préexistence d’une neuropathie

(Alejandro et al., 2013; Gornet et al., 2002; Grothey, 2005). D’autres facteurs de risques tels que 

l’âge, l’anémie ou encore l’hypoalbuminémie/hypomagnésémie et la consommation d’alcool 

apparition (Vincenzi et al., 2013). 
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peut également être utilisée pour décrire ces troubles, notamment en dehors de toute période de 

traitement (Tableau 1). 

 

(2) Toxicodynamie 

Le mécanisme le plus communément évoqué pour expliquer le dévelopement de la 

neuropathie chronique est l’accumulation d’oxaliplatine sous forme d’adduits de platines au 

niveau des ganglions de la racine dorsale engendrant une diminution du métabolisme cellulaire 

et du transport axonal (Grothey and Goldberg, 2004) et une activation microgliale, mécanisme 

ayant un rôle pivot dans le développement des douleurs neuropathiques. Egalement, un autre 

mécanisme est observé lorsque que le nombre d’adduits surpasse les capacités de réparation 

cellulaire avec l’entrée des neurones en phase de mort programmée par apopotose (Argyriou et 

al., 2008a; Cavaletti et al., 2001; Gamelin et al., 2002). 

De nombreuses études ont montré l’importance des mécanismes d’apoptose mis en jeu 

par l’oxaliplatine pouvant expliquer sa neurotoxicité. Dans les neurones des ganglions de la 

racine dorsale, l’activation précoce de la protéine p38 semble à l’origine de la mise en place de 

phénomènes d’apoptose induits par l’oxaliplatine. La protéine p38, située en amont de p53 dont 

le mécanisme a été énuméré précédemment, possède un rôle dans l’inhibition d’une protéine 

MAPkinase, JNK/Sapk, ayant un rôle dans la prolifération cellulaire (Scuteri et al., 2009). La 

diminution d’expression de cette MAPkinase est corrélée à l’augmentation des effets 

neurotoxiques de l’oxaliplatine. D’autres études ont montré une altération de la voie apoptotique 

mitochondriale tout d’abord avec l’implication des caspases dans des DRGs de rat (Ta et al., 

2006). Il a par ailleurs été montré que l’utilisation d’inhibiteur de caspases inhibe la 

fragmentation de l’ADN induite par l’oxaliplatine (Faivre et al., 2003).  

Une attention croissante est également portée au rôle des cellules gliales, en particulier 

des astrocytes et de la microglie. Ces cellules jouent un rôle régulateur essentiel dans 

l’homéostasie neuronale grâce à la position stratégique de leurs prolongements qui entourent 

les synapses et les vaisseaux sanguins. Plusieurs études suggèrent que les cellules gliales à la fois 

du système nerveux périphérique et central peuvent également être activées par l'oxaliplatine et 

possèdent un rôle non négligeable dans l’apparition de la neuropathie (Di Cesare Mannelli et al., 

2014). De plus, il est connu que le développement des douleurs neuropathiques implique non 

seulement les voies neuronales mais également les cellules de Schwann et les cellules gliales 

dans les ganglions de la racine dorsale (Scholz and Woolf, 2007). En effet, il a été montré que 

l’activation des cellules gliales contribuait à la réduction des seuils de douleur liée au traitement 
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par oxaliplatine non seulement dans la moelle épinière (Yoon et al., 2013) mais aussi dans les 

ganglions spinaux (Warwick and Hanani, 2013) et d’autres indicateurs du système glial ont été 

impliqués dans ce phénomène (Bonaccini L, 2010). 

Certains transporteurs CTRs et OCTs sont aussi apparus comme des protéines d’intérêts 

pour comprendre le mécanisme de la neuropathie chronique. Leur niveau d’expression peut en 

effet influencer le taux d’entrée et de sortie d’oxaliplatine dans les cellules neuronales. La 

protéine ATP7A, appartenant à la famille des CTRs, possède un rôle dans le transport des 

platines en dehors de la cellule vers les compartiments subcellulaires spécifiques (Safaei et al., 

2012). ATP7A réduit donc la disponibilité de l’oxaliplatine dans les cellules cibles et permet de 

limiter la formation d’adduits de platines. Il a par ailleurs été démontré que les DRGs exprimant 

un fort taux d’ATP7A était moins sensibles à la neurotoxicité induite par l’oxaliplatine (Liu et al., 

2009). Concernant les OCTs, une absence de symptômes comme le développement d’une 

hypersensibilité au froid a été observée chez des souris inactivées pour le gène OCT2 après 

administration d’oxaliplatine, montrant le rôle de régulateur de ces transporteurs dans la 

neurotoxicité à l’oxaliplatine (Sprowl et al., 2013). 

Histologiquement, la neuropathie chronique a également montré une perte de 

terminaisons nerveuses accompagné d’une dégénérescence axonale, d’une atrophie des corps 

cellulaires au niveau des DRGs et la présence de vacuoles dans les mitochondries (Lehky et al., 

2004). D’un point de vue electrophysiologique, une anomalie de conduction dans les nerfs 

sensitifs est également observée pouvant expliquer l’apparition de certains symptômes (Renn et 

al., 2011).  

 

b) Traitements de la neuropathie  

 A ce jour, les neuropathies induites par l’oxaliplatine sont très difficiles à traiter. De plus, 

les traitements consistent actuellement à soulager majoritairement les symptômes douloureux. 

Les autres manifestations, troubles sensori-moteurs et comorbidités, sont peu prises en compte 

par manque de traitements efficaces (Annexe 1).  Or, la thérapeutique de la douleur n’a connu 

aucune innovation thérapeutique récente et la plupart des douleurs neuropathiques chimio-

induites restent réfractaires aux traitements usuels. A l’heure actuelle, le traitement de cette 

neuropathie repose essentiellement sur l’information du patient concernant l’exposition au 

froid, mais également sur la modification du protocole d’administration ainsi que sur l’utilisation 

d’agents pharmacologiques plus ou moins efficaces. Aucun consensus sur les traitements à 



Chapitre I : Douleur & Chimiothérapie 
Chapitre I-2 : L’oxaliplatine (Eloxatine®) 

 

64 
 

utiliser pour prévenir ou limiter l‘apparition des symptômes rencontrés dans les neuropathies 

chimio-induites n‘a été établi à ce jour (Weickhardt et al., 2011). 

 

i) Modifications du protocole d’administration 

En premier lieu, les modifications du protocole d’administration de l’oxaliplatine 

consistent à réduire la dose administrée. Cette décision est prise suite à l’observation de la 

persistance des symptômes douloureux entre les cures et l’apparition d’une atteinte 

fonctionnelle ou d’anomalies sensitives chez le patient. Les doses peuvent alors être réduites de 

85mg/m² à 75mg/m² en situation adjuvante et à 65mg/m² en situation métastatique (Saif and 

Reardon, 2005). Le temps de perfusion peut également être allongé et permet de limiter 

l’apparition des symptômes de la neuropathie et en cas de succès, l’adaptation de la posologie 

n’est alors pas nécessaire. 

Une autre approche aussi appelée la stratégie du « Stop-and-Go » puisqu’elle consiste à 

alterner les phases de traitements et de pauses thérapeutiques pour limiter l’apparition des 

effets indésirables est utilisée. Cette stratégie consiste donc à suspendre l’administration 

d’oxaliplatine lorsque la dose de 780 mg/m² est atteinte. Ainsi, en laissant une période sans 

oxaliplatine, la neuropathie qui pouvait être présente peut s’atténuer, voire disparaître. Après 

une période de six mois, l’oxaliplatine peut être réintroduite, ce qui permet de donner une dose  

totale plus élevée de l’agent tout en réduisant les risques de neuropathie de grade 3 ou supérieur 

(Grothey, 2010). D’autres études ont pu montrer que l’incidence de la neuropathie était 

diminuée avec parfois une diminution du taux de neurotoxicité grade 3. Une meilleure survie 

sans récidive a parfois été observée (Tournigand et al., 2006; Wolf et al., 2008) 

 

ii) Approches pharmacologiques 

De nombreuses études ont montré l’implication de l’oxalate, métabolite de l’oxaliplatine, 

à chélater les cations bivalents comme le calcium et le magnésium engendrant une 

hyperexcitabilité des neurones. C’est pourquoi plusieurs études cliniques ont utilisé des 

perfusions de Calcium/Magnésium afin de prévenir cette neuropathie mais les résultats 

s’avèrent controversés d’une étude à une autre. En effet, une méta-analyse a montré que les 

perfusions Ca/Mg ont tendance à réduire l'incidence de la neurotoxicité aiguë induite et 

cumulative induite par l’oxaliplatine et permettent d'améliorer la tolérance des patients à 

l'oxaliplatine, sans modifier sensiblement l'efficacité de la chimiothérapie (Wen et al., 2013). A 
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contrario, d’autres études n’ont montré aucune différence dans le taux de réponse entre le 

groupe traité par perfusion Ca/Mg et le groupe placebo (Loprinzi et al., 2014; Xu et al., 2013). 

La perfusion de Calcium/Magnésium et la  prophylaxie médicamenteuse à l’aide de 

différents agents pharmacologiques ont donc été tentées sans résultats probants, alors que la 

stratégie du « Stop and Go », expliquée dans le paragraphe précédent, a démontré une 

diminution des neuropathies de grade 3 (Nakayama et al., 2011; Tournigand et al., 2006).  

A l’heure actuelle, les traitements médicamenteux utilisés restent empiriques. Une étude 

a révélé des effets positifs de la venlafaxine sur la neuropathie aigue (Durand et al., 2012) mais 

jusqu’à présent, aucune étude clinique randomisée sur le traitement de la forme chronique n’a 

été réalisée. D’autres études cliniques de petite taille ont aussi été réalisées afin d’évaluer 

l’efficacité d’agents pharmacologiques (venlafaxine, amitrityline et pregabaline) pour le 

traitement de la neuropathie sensorielle induite par l’oxaliplatine (Durand et al., 2012; Kautio et 

al., 2008; Saif et al., 2010). La petite taille des études réalisées réduit leur puissance, ce qui ne 

nous permet pas d’affirmer que ces agents sont efficaces pour le traitement de la neuropathie à 

l’oxaliplatine.  

Au final, aucune recommandation spécifique pour le traitement des neuropathies post-

chimiothérapie n’existe et l’utilisation d’une molécule plutôt qu’une autre ne repose en général 

que sur l’appréciation du médecin. Ces traitements incluent les antidépresseurs tricycliques 

(amitriptyline)et les anti-épileptiques dont la gabapentine et la prégabaline (Attal et al., 2010; 

Finnerup et al., 2015). Étant donné l’absence de preuve de l’efficacité de médicaments tant en 

prévention qu’en traitement de la neuropathie, il est donc primordial d’ajuster les doses 

d’oxaliplatine selon le grade de la neuropathie afin de limiter l’atteinte de la qualité de vie des 

patients. 
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Objectifs généraux 
 

 

L’oxaliplatine est un sel de platine qui a prouvé son efficacité dans de nombreux cancers 

notamment digestifs. Son profil de toxicité est marqué par une neurotoxicité périphérique 

caractéristique, souvent limitante qui peut nécessiter l’arrêt précoce de la chimiothérapie. La 

neuropathie induite par l’oxaliplatine est secondaire à une atteinte nerveuse périphérique dont 

les mécanismes sont encore aujourd’hui mal connus. Au regard des études récentes, les 

traitements proposés à l’heure actuelle restent empiriques et peu d’entre eux ont montré une 

réelle efficacité pour traiter ou prévenir l’ensemble des symptômes liés à cette neurotoxicité que 

ce soit la douleur mais également les troubles sensori-moteurs ou encore les comorbidités telle 

que la dépression. Afin de mener à bien ces recherches, il est nécessaire d’utiliser des modèles 

pré-cliniques pertinents capables de mimer l’ensemble des symptômes observés en clinique. Ces 

outils devraient permettre une meilleure connaissance de la physiopathologie de la neuropathie 

induite par l’oxaliplatine et ainsi mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques pour le 

développement de nouveaux antalgiques.  

 

Mon projet de thèse, qui s’inscrit dans cette stratégie de recherche  

translationnelle, a eu pour but de rechercher et valider pharmacologiquement certains 

canaux ioniques comme cibles moléculaires pour le traitement et/ou la prévention de la 

neuropathie induite à l’oxaliplatine. 

 

Pour se faire, nous avons décidé de mieux caractériser un modèle murin de neuropathie 

douloureuse aigue et de mettre au point et caractériser un modèle de neuropathie chronique 

induite respectivement par des injections uniques ou répétées d’oxaliplatine. Un travail 

comportemental a été entrepris chez ces modèles afin d’évaluer la survenue et le suivi 

longitudinal des symptômes retrouvés en clinique : symptômes douloureux céphaliques et 

extracéphaliques, déficits moteurs, dépression et anxiété. Chez ces mêmes animaux, des analyses 

moléculaires nous ont permis de sélectionner des gènes codant pour des canaux ioniques 

impliqués dans la physiologie et la pharmacologie de la douleur (canaux potassiques TREK et 

TRAAK, canaux HCN1 & HCN2).   
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 Nous avons parallèlement entrepris de valider pharmacologiquement ces cibles chez 

l’animal. Les résultats de nos travaux seront présentés séquentiellement et concerneront : 

- L’étude de l’implication des canaux HCN dans l’hypersensibilité douloureuse céphalique 

et extracéphalique dans la neuropathie aigue induite par l’oxaliplatine ; 

- L’étude de l’implication des canaux TREK et TRAAK dans la neuropathie chronique 

induite par l’oxaliplatine et la validation pharmacologique de ces cibles chez un modèle 

murin de cancer colorectal. 
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Chapitre II :  

Canaux ioniques & les neuropathies 

chimio-induites à l’oxaliplatine 

 

De par leur rôle dans l’activité neuronale, leur localisation dans les neurones sensoriels 

et les centres nerveux, les modifications de leur fonctionnalité ou de leur expression sous l’effet 

d’agents pharmacologiques ou dans un contexte d’état pathologique, les canaux ioniques 

possèdent un rôle évident dans la compréhension de la physiopathologie de la douleur et le 

développement de nouveaux antalgiques (Julius and Basbaum, 2001). 

Dans un modèle de neuropathie aigue chimio-induite à l’oxaliplatine mis au point au 

laboratoire, il a été récemment montré  que l’oxaliplatine entraine une modification d’expression 

des gènes de plusieurs canaux ioniques. En particulier, les canaux hyperpolarisants TREK-1, 

TREK-2 et TRAAK ont une expression diminuée alors que l’expression des canaux pro-

excitateurs HCN1 est augmentée suite à l’injection d’oxaliplatine (Descoeur et al., 2011; Pereira 

et al., 2014). Ainsi, l’oxaliplatine posséderait un double effet en réduisant l’activité de canaux 

hyperpolarisants responsables de l’inhibition de l’excitabilité neuronale et en augmentant 

l’activité des canaux dépolarisants favorisant ainsi l’excitabilité neuronale. Ces canaux ont donc 

été la cible de ce travail de thèse et dans un premier temps, nous avons voulu connaitre leur 

implication dans la neuropathie aigue chimio-induite à l’oxaliplatine notamment au niveau de la 

sphère orofaciale, où les symptômes douloureux sont largements décrits en clinique tout comme 

ceux observés au niveau extracéphalique (Ewertz et al., 2015) mais très peu étudiés en 

préclinique. 
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Chapitre II-1 : Implication des canaux HCN dans 

l’hypersensibilité céphalique et extracéphalique 

induite par l’oxaliplatine 

 

3) Canaux HCN 

 

a) Classification et structure 

Les canaux HCN (hyperpolarisation-activated cyclic nucleotides-gated cation channel) sont 

des  canaux cationiques non sélectifs qui génèrent un courant rectifiant entrant cationique activé 

par l'hyperpolarisation, appelé courant Ih ou If (pour funny) et qui possèdent un site de liaison à 

l'AMP cyclique (et au GMP cyclique) avec une sensibilité plus ou moins importante à l’AMPc 

selon la sous-unité HCN concernée. Ces canaux sont perméables à la fois aux ions sodium et 

potassium et jouent donc un rôle majeur pour stabiliser le potentiel membranaire de repos. 

Leurs potentiels d'inversion se situent autour de -30mV permettant la  dépolarisation de la 

cellule dans la gamme de potentiel où les autres canaux dépendant du voltage peuvent être 

activés. La structure de ces canaux est tétramérique avec 6 hélices transmembranaires par 

monomère. Ils possèdent un domaine cytoplasmique CNBD (cyclic nucleotide binding domain) 

dans la région C-terminale qui confère à ces canaux une sensibilité aux nucléotides cycliques tels 

que l’AMPc. Cette fixation au niveau du site CNBD permettra alors d’accélérer les cinétiques 

d’activation et de déplacer la dépendance au potentiel de cette activation vers des potentiels 

moins négatifs (Figure 14).  
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  Figure 14

Les canaux HCN sont des protéines comportant six domaines transmembranaires (S1

segments S5 et S6 (pore du canal), ainsi qu’un domaine C

nuclétiodes cycliques. 

 

Ces canaux sont issus de 4 gènes donnant les monomères HCN

notamment dans les systèmes 

unités HCN présentent environ 60% d’homologie lorsque les séquences complètes d’acides 

aminés sont comparées. Plus spécifiquement, les segments transmembranaires et le domaine 

NMPc sont semblables à plus de 80% d’une isoforme à l’autr

Moosmang et al., 2001). Leurs différences résident dans

désactivation ainsi que leur sensibilité à l’AMPc

cinétique d’activation la plus rapide

plus lente pouvant aller de 300ms à plusieurs secondes. Le profil de HCN2 et HCN3 est 

intermédiaire. Les canaux HCN 

et périphérique mais dans des proportions différentes

est majoritaire au niveau du cœur et une dérégulation 

pathologies cardiaques alors que

seront, quant à elles, responsables de l’apparition de troubles neurologiques
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14 : Structure des canaux HCN (DeBerg et al., 2015) 

Les canaux HCN sont des protéines comportant six domaines transmembranaires (S1-S6), une boucle comprise entre les 

ainsi qu’un domaine C-terminal intracellulaire comportant un domaine de liaison aux 

sont issus de 4 gènes donnant les monomères HCN-1 à HCN

 cardiaque et nerveux (central et périphérique

unités HCN présentent environ 60% d’homologie lorsque les séquences complètes d’acides 

aminés sont comparées. Plus spécifiquement, les segments transmembranaires et le domaine 

NMPc sont semblables à plus de 80% d’une isoforme à l’autre (Kaupp and Seife

Leurs différences résident dans leur cinétique d’activation et de 

ur sensibilité à l’AMPc (cf paragraphe suivant)

cinétique d’activation la plus rapide, comprise entre 30 et 300 ms, alors que

plus lente pouvant aller de 300ms à plusieurs secondes. Le profil de HCN2 et HCN3 est 

es canaux HCN sont localisés au niveau du cœur et du système nerveux central 

mais dans des proportions différentes (Calejo et al., 2014). La sous

est majoritaire au niveau du cœur et une dérégulation de ce canal engendre l’a

alors que les dérégulations impliquant les sous-unités HCN1 et HCN2 

à elles, responsables de l’apparition de troubles neurologiques 

induite à l’oxaliplatine 
: Implication des canaux HCN  

 

S6), une boucle comprise entre les 

aire comportant un domaine de liaison aux 

1 à HCN-4 présents 

que). Les quatre sous-

unités HCN présentent environ 60% d’homologie lorsque les séquences complètes d’acides 

aminés sont comparées. Plus spécifiquement, les segments transmembranaires et le domaine 

(Kaupp and Seifert, 2001; 

leur cinétique d’activation et de 

(cf paragraphe suivant). HCN1 possède la 

alors que HCN4 possède la 

plus lente pouvant aller de 300ms à plusieurs secondes. Le profil de HCN2 et HCN3 est 

système nerveux central 

. La sous-unité HCN4 

engendre l’apparition de 

unités HCN1 et HCN2 

(Tableau 2).  
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Tableau 2 : Expression et propriétés des canaux HCN (adapté de Benarroch et al., 2013) 

 

b) Mécanismes de régulation 

Plusieurs mécanismes de régulations des canaux HCN ont déjà été décrits, le plus connus 

étant la modulation de ces canaux par l’AMPc. Cette régulation se fait par interaction directe, 

l’AMPc se liant au domaine de liaison CNBD à l’extrémité C-terminale des canaux HCN. Lorsque 

le domaine CNBD n’est pas lié à l’AMPc, il agit comme un inhibiteur du courant Ih, alors q’une 

hausse du taux d'AMPc permettra de décaler la courbe d'activation du courant Ih, c'est-à-dire 

qu’une moindre hyperpolarisation pourra activer plus vite les canaux HCN en présence d'AMPc 

qu'en son absence (Ulens and Siegelbaum, 2003; Wainger et al., 2001). Les isoformes HCN2 et 

HCN4 sont les plus sensibles à l’AMPc, entrainant ainsi un déplacement de la courbe d’activation 

de 15 à 20mV dans la direction positive. Concernant les autres sous-unités, l’inhibition par le 

CNBD est beaucoup plus faible et la présence d’AMPc n’entraine q’un faible déplacement de la 

courbe d’activation. 

D’autres études ont montré que les canaux HCN pouvaient être modulés de façon similaire 

par les phospholipides membranaires tels que le phosphattidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) 

endogène. L’application d’un analogue, le dioctanoyl phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 
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(diC8-PIP2), décale la courbe d’activation de HCN2 vers des potentiels moins négatifs de 

manière dose dépendante, le courant Ih est ainsi augmenté dans des gammes de potentiels 

physiologiques (Herzog et al., 2014). Contrairement à l’AMPc, la modulation par PIP2 est tout 

aussi efficace pour les 4 isoformes (Ying et al., 2011). Il a été démontré que l’intéraction avec le 

PIP2 est nécessaire aux canaux HCN pour leur rôle dans l’automatisme cellulaire. La déplétion 

du PIP2 ne modifie pas seulement la sensibilité au potentiel du canal, mais ralentit également la 

fréquence d’automatisme des cellules neuronales dopaminergiques (Zolles et al., 2006).  

Un autre mécanisme de régulation des canaux HCN par la protéine kinase Src a également 

été démontré. Cette kinase se fixe via son domaine SH3 à l’extrémité C-terminale du canal HCN 

et phosphoryle la tyrosine en position 476. Le résidu tyrosine conférant l’action modulatrice de 

la kinase Src se situe au niveau de l’extrémité C-terminale, région de liaison du segment 

transmembranaire S6 au domaine CNBD. Ceci permet d’expliquer que tout comme la régulation 

à l’AMPc, contrairement à HCN2 et HCN4, la sous-unité HCN1 n’est pas modulée par la kinase Src 

(Yu et al., 2004). Cette phosphorylation permet d’accélérer les cinétiques d’activation des 

courants Ih (Zong et al., 2005). 

Afin d’établir un lien entre ces régulations, il est à noter que de nombreux 

neurotransmetteurs affectent le courant Ih via les récepteurs couplés aux protéines G, connus 

pour contrôler l’activation de l’adenylate cyclase (ADc) et donc le niveau d’AMPc. De plus, il est 

connu que la kinase Src peut également être stimulée par la protéine Gi ou Gs (Ma and Huang, 

2002) L’activité de ces RCPG a donc un rôle prédominant dans la régulation du courant Ih. De 

cette façon, au niveau du cœur, la stimulation du nerf vague provoque un ralentissement de la 

fréquence cardiaque, en libérant de l'acétylcholine, qui, via l'activation de récepteur 

muscarinique couplé à une protéine Gi, diminue la concentration en AMPc, ce qui ralentit la 

cinétique du courant Ih, et donc diminue la fréquence cardiaque. A contrario, le système nerveux 

sympathique va stimuler la production d'adrénaline et de noradrénaline provoquant une 

augmentation de la concentration intracellulaire d'AMPc, via l'activation de récepteur bêta-

adrénergique. La cinétique du courant Ih est alors augmentée, ce qui provoque l'augmentation 

de la fréquence cardiaque. 

Des protéines partenaires de ces canaux HCN ont également été décrites. Il a été montré que 

l’adressage des canaux HCN à la membrane cellulaire pouvait être régulé par une protéine 

cytoplasmique, Trip8b (Santoro, 2004; Zolles et al., 2009). Par ailleurs, cette protéine colocalise 

avec le canal HCN1 au niveau des neurones pyramidaux de l’hippocampe et le courant Ih s’avère 

drastiquement réduit dans ces neurones chez les souris invalidées pour cette protéine Trip8b 

(Lewis et al., 2011; Piskorowski et al., 2011). A l’inverse, la protéine Nedd4-2 semble avoir un 
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rôle dans la diminution de l’adressage membranaire du canal HCN1 avec une colocalisation 

Nedd4-2/HCN1 qui semble être corrélée à une diminution du courant Ih (Wilkars et al., 2014) 

 

c) Rôles physiologiques et physiopathologiques des canaux HCN 

Comme nous l’avons vu précedemment, les quatres isoformes HCN sont exprimées de 

manière différentielle dans divers tissus excitables que ce soit au niveau cardiaque ou encore au 

niveau des systèmes nerveux périphérique et central. Des études ayant utilisé des animaux 

transgéniques ou des bloqueurs spécifiques des canaux HCN en conditions physiologiques ou 

physiopathologiques ont également pemis de démontrer leur importance fonctionnelle en 

cardiologie et dans de nombreuses fonctions neuronales.  

 

i) Rôle dans la physiologie et physiopathologie cardiaque 

Toutes les sous-unités sont exprimées au niveau du cœur. Cependant, HCN4 représente 

plus de 80% de l’expression des canaux HCN dans toutes les espèces étudiées jusqu’à 

maintenant (lapin, souris, homme) (Moosmang et al., 2001; Shi et al., 1999). La sous-unité HCN4 

est exprimée de façon restreinte aux régions cardiaques douées d’automatisme et  est donc 

particulièrement exprimée dans le nœud sinusal, le nœud auriculo-ventriculaire et dans les 

fibres de Purkinje. De faibles niveaux d’expression de HCN1 et HCN2 ont également été signalés. 

L’isoforme HCN1 est très faiblement exprimée chez la souris au niveau du nœud sinusal, alors 

que HCN2 est plus exprimée à ce niveau et cette isoforme est également retrouvée dans les 

cardiomyocytes non automatiques au niveau des oreillettes et des ventricules. L’isoforme HCN3 

a également démontré son implication au niveau cardiaque avec un rôle fonctionnel dans les 

myocytes ventriculaires chez la souris (Fenske et al., 2011).  La distribution de ces canaux au 

niveau cardiaque est donc ubiquitaire et le niveau d’expression de ces gènes varie en fonction de 

la région cardiaque, de l’espèce, de l’âge et de l’état physiologique ou pathologique du cœur.  

Ces canaux HCN participent au contrôle de la pente de dépolarisation diastolique des 

cellules du nœud sinusal (pacemaker), c’est pour cette raison qu’ils sont également surnommés 

les canaux pacemaker. Ces canaux possèdent en effet un rôle dans la génération autonome du 

rythme et la modulation de la rythmicité cardiaque. 

L’utilisation de souris invalidées pour certaines de ces isoformes HCN a permis de 

montrer leur implication dans l’apparition de pathologies cardiaques notamment le 

développement d’arythmie cardiaque chez les souris HCN2-/-. La mutation homozygote HCN4 -
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/- est létale au stade embryonnaire car le courant Ih est réduit d’environ 80% entrainant une 

réduction de la fréquence cardiaque de plus de 40% par rapport aux embryons sauvages 

(Stieber et al., 2003). Des mutations ont également été rapportées chez l’Homme et concernent 

exclusivement l’isoforme HCN4 et sont responsables d’arythmie et de bradycardie plus ou moins 

sévères (Verkerk and Wilders, 2015). 

 

ii) Rôle dans l’excitabilité du système nerveux  

Les quatre sous-unités HCN sont exprimées au niveau des sytèmes nerveux périphérique 

et central. En plus de leurs rôles pacemaker et modulateur de l’activité cardiaque, les canaux 

HCN peuvent contrôler la réponse des neurones au niveau de la fente synaptique. Des études ont 

montré qu’ils possédaient différents rôles notamment dans la perception gustative, la 

coordination motrice, l'apprentissage et la mémoire. Des études précliniques et cliniques 

suggèrent également l’implication des canaux HCN dans l'épilepsie et la douleur de nature 

inflammatoire ou neuropathique. 

 

(1) Rôle physiologique et physiopathologique des canaux HCN 

Dans les neurones, le courant Ih a été découvert lors d’une étude électrophysiologique de 

différents courants dans les DRGs chez l’embryon de souris. Il a été décrit une conductance 

voltage-dépendant activée par l’hyperpolarisation avec des caractéristiques étonnamment 

similaires au courant pacemaker précédemment décrit (Mayer and Westbrook, 1983). Il a été 

montré que le courant Ih était plus marqué dans les neurones de moyenne et grande taille, alors 

que seulement la moitié des neurones de petites tailles montraient un courant Ih fonctionnel 

(Scroggs et al., 1994). 

L’utilisation de souris invalidées pour certaines des isoformes HCN a permis de montrer 

leur implication dans le développement de pathologies neurologiques. Notamment les souris 

dépourvues du gène HCN1, viables, ont montré un déficit dans l’apprentissage de tâches 

motrices rapides en raison d’un dysfonctionnement au niveau des cellules de Purkinje dans le 

cervelet lié à une hyperpolarisation excessive (Nolan et al., 2003). En revanche, la suppression 

de HCN1 entraine une amélioration inattendue de l’apprentissage spatial et de la mémoire 

(Nolan et al., 2004). Des études ont aussi montré l’implication du gène HCN1 dans l’épilepsie 

chez le rat ainsi que l’existence de mutations ponctuelles de ce gène chez l’homme expliquant 

l’apparition précoce d’encéphalopathie épileptique (Poduri, 2014). Contrairement à HCN1, la 
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délétion globale de HCN2 donne lieu à un phénotype neuronal beaucoup plus prononcé 

caractérisé par des crises d’absence (forme généralisée d’épilepsie), de tremblements, d’ataxie6 

et d’hypoactivité (Ludwig et al., 2003). Les souris HCN2-/- présentent également des troubles 

neuronaux prononcés avec une perte de l’activité motrice et une absence de développement de 

crise d’épilepsie spontanée (Ludwig et al., 2003).  

Dans les DRGs, l’expression des sous-unités HCN3 et HCN4 est faible ou indétectable 

(Kouranova et al., 2008). Les sous-unités HCN1 et HCN2 sont les isoformes les plus fortement 

exprimées dans les neurones somatosensoriels primaires (Chaplan et al., 2003; Cho et al., 2009; 

Tu et al., 2004). HCN1 est particulièrement présent dans les neurones sensoriels non nociceptifs 

(Jiang et al., 2008) mais n’est que très peu exprimé dans les nocicepteurs mis à part dans une 

petite sous-population de neurones sensibles au froid (Momin et al., 2008; Orio et al., 2009). 

Concernant le canal HCN2, il est plus particulièrement exprimé dans les neurones de petits 

diamètres (Gao et al., 2012; Momin et al., 2008; Scroggs et al., 1994).  

De nombreuses études ont montré la surexpression de ces canaux HCN, principalement 

HCN1 et HCN2, en conditions pathologiques notamment lors de douleur inflammatoire (Acosta 

et al., 2012; Cho et al., 2015; Papp et al., 2010; Schnorr et al., 2014; Weng et al., 2012) ou 

neuropathique (Chaplan et al., 2003; Descoeur et al., 2011; Jiang et al., 2008; Yao et al., 2003)  

suggérant leur implication dans l’apparition de phénomènes douloureux (Hatch et al., 2013; 

Herrmann et al., 2015) qui sera décrite dans les deux parties suivantes. 

 

(2) Rôle dans la douleur inflammatoire 

Concernant les données existantes sur les douleurs inflammatoires, l’utilisation de 

bloqueurs ou de souris invalidées pour certaines sous-unités HCN ont également été utilisés. 

Toutefois, les résultats diffèrent en fonction de l’agent inflammatoire utilisé ou du type de 

stimulus réalisé. L’utilisation du ZD7288, bloqueur non spécifique des canaux HCN, a montré un 

effet analgésique important sur l’hyperalgie thermique dans un modèle de douleur  

inflammatoire chez le rat (Dunlop et al., 2009). La sous-unité HCN2 semble responsable de cette 

hyperalgésie thermique, puisque le comportement nociceptif a été considérablement réduit chez 

les souris HCN2 KO conditionnelles lors d'une inflammation provoquée par l’injection de 

carragénine ou de PGE2 (Emery et al., 2011). Le développement de douleur inflammatoire n’a 

également pas été observé chez la souris snsHCN2KO7 lors d’injection d’analogue de l’AMPc, le 8-

                                                           
6 Manque de coordination fine des mouvements volontaires 
7 Délétion sélective de HCN2 dans les neurones périphériques sensoriels 
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bromo-AMPc (Schnorr et al., 2014). Les composés inflammatoires entrainant une sensibilisation 

douloureuse sans élévation de l’AMPc n’impliquent donc probablement pas les canaux HCN. Cela 

a d’ailleurs été démontré dans un modèle inflammatoire induit par le Zymosan A chez lequel la 

suppression de HCN2 n’influence pas le comportement nociceptif (Schnorr et al., 2014). 

L’implication des canaux HCN dans un état inflammatoire médié par l’augmentation de l’AMPc 

ne semble donc s’appliquer que dans un contexte d’inflammation aigu, les états inflammatoires 

chroniques mettant en jeu des processus de régulations beaucoup plus complexes (Acosta et al., 

2012; Antal et al., 2004; Papp et al., 2010).  

Dans des modèles d’induction inflammatoire par le CFA, un renforcement du courant Ih 

contribuant à la sensibilisation neuronale a été observé chez l’animal sauvage, ce qui n’est plus le 

cas chez les souris invalidées pour HCN2 ou lors de l’utilisation du bloqueur ZD7288 (Schnorr et 

al., 2014; Weng et al., 2012). La localisation de l’effet lié aux canaux HCN a été mise en évidence 

par l’utilisation de ces souris snsHCN2KO et l’injection locale de ZD7288. En parallèle, il a été  

montré une surexpression protéique de HCN2 au niveau des nocicepteurs périphériques chez les 

animaux WT, mécanisme qui pourrait expliquer l‘augmentation des seuils nociceptifs et faciliter 

la transmission neuronale dans ce modèle d’inflammation (Schnorr et al., 2014). Cependant, 

l’implication des canaux HCN semble être spécifique de l’hypersensibilité tactile car aucun 

changement n’a été observé dans l’hyperalgie thermique dans les modèles d’inflammation 

chronique chez les souris snsHCN2 KO ou lors du blocage par le ZD7288 (Luo et al., 2007; Weng 

et al., 2012). Des voies neuronales différentes semblent donc impliquées pour expliquer la 

sensibilisation mécanique et thermique dans des conditions d’inflammation chronique 

(Abrahamsen et al., 2008; Cavanaugh et al., 2009; Lawson et al., 2008). 

 

(3) Rôle dans la douleur neuropathique 

Plusieurs études ont révélé une surexpression des canaux HCN et/ou de l’activité du 

courant Ih suite à une lésion neuronale (Chaplan et al., 2003; Jiang et al., 2008; Yao et al., 2003). 

De plus, l’implication du courant Ih dans l’allodynie tactile et l'hyperalgésie thermique a d'abord 

été mis en évidence par l'étude de l'effet analgésique d’un bloqueur sélectif des canaux HCN, le  

ZD7288, dans divers modèles de douleur neuropathique (Dalle and Eisenach, 2005; Luo et al., 

2007; Takasu et al., 2010). 

De nombreuses études ont confirmé le rôle pivot du canal HCN2 dans la douleur 

neuropathique par l’utilisation de souris invalidées pour ce canal (Emery et al., 2011; Momin et 

al., 2008; Schnorr et al., 2014). L’abolition de la douleur a été observée chez des mutants pour 
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HCN2 ou des mutants conditionnel

(Emery et al., 2011; Schnorr et al., 2014)

observé en comparaison avec les souris 

mêmes souris n’a montré aucun effet supp

HCN2 serait restreinte aux canaux présents au niveau des neurones sensoriels.

Un rôle particulier peut également être alloué à HCN1. 

neuropathique, les souris invalidées pour le 

moins importante que les souris sauvages, suggérant l’implication de HCN1 dans ces douleurs 

(Figure 15) (Momin et al., 2008

pourrait avoir une importance notamment dans de

l’oxaliplatine dont le symptôme majoritaire s’avère être le développement d’une hypersensibilité 

au froid observé en clinique. Ceci pourrait s’expliquer par une surexpression

dans les petits neurones sensibles au froid. Une étude pré

observé une surexpression du canal HCN1 au niveau des DRG

chimio-induite à l’oxaliplatine et l’utilisation de l’ivabradine a permis de traiter ce sy

(Descoeur et al., 2011). 

Figure 15 : Implication des canaux HCN1 et HCN2 dans la douleur inflammatoire et neuropathique

L’utilisation de souris invalidées pour les canaux HCN1 et HCN2 a montré que ce soit dans un modèle de douleur 

inflammatoire ou neuropathique une d

(Adapté de Momin, 2008 et Emery, 2011)
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conditionnels snsHCN2KO dans des modèles de douleurs neuropathiques 

; Schnorr et al., 2014). En effet, aucun comportement d’hyperalgie n’a pu être 

observé en comparaison avec les souris sauvages. A l’inverse, l’utilisation de ZD7288 chez ces 

mêmes souris n’a montré aucun effet supplémentaire, indiquant que la participation du canal 

HCN2 serait restreinte aux canaux présents au niveau des neurones sensoriels.

Un rôle particulier peut également être alloué à HCN1. Dans un modèle de douleur 

neuropathique, les souris invalidées pour le canal HCN1 ont montré une sensibilité au froid 

moins importante que les souris sauvages, suggérant l’implication de HCN1 dans ces douleurs 

(Momin et al., 2008). Cette observation s’avère relativement intéressante et 

pourrait avoir une importance notamment dans des modèles de neuropathie chimio

l’oxaliplatine dont le symptôme majoritaire s’avère être le développement d’une hypersensibilité 

Ceci pourrait s’expliquer par une surexpression

s sensibles au froid. Une étude pré-clinique va dans ce sens 

observé une surexpression du canal HCN1 au niveau des DRGs dans un modèle de neuropathie 

induite à l’oxaliplatine et l’utilisation de l’ivabradine a permis de traiter ce sy

: Implication des canaux HCN1 et HCN2 dans la douleur inflammatoire et neuropathique

L’utilisation de souris invalidées pour les canaux HCN1 et HCN2 a montré que ce soit dans un modèle de douleur 

neuropathique une diminution des seuils de douleur, traduisant leur implication dans ces phénomènes

Momin, 2008 et Emery, 2011). 
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L’utilisation de souris invalidées pour les canaux HCN1 et HCN2 a montré que ce soit dans un modèle de douleur 

leur implication dans ces phénomènes 
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d) Pharmacologie : Ivabradine (Procoralan®) 

L’ivabradine (Procoralan®) est le premier et, à l’heure actuelle, le seul bloqueur des 

canaux HCN utilisé en clinique. Ce médicament est indiqué dans le traitement symptomatique de 

l’angine de poitrine (Angor) et de l’insuffisance cardiaque. L’utilisation de cette molécule est 

également indiquée chez les patients présentant une intolérance ou une contre-indication aux 

bêta-bloquants ainsi qu’en association lorsque l’efficacité des bêta-bloquants n’est pas suffisante 

chez les patients présentant une fréquence cardiaque supérieure à 60 bpm. 

L'ivabradine réduit la fréquence cardiaque en inhibant de manière spécifique et sélective 

le courant Ih intervenant dans l'automaticité de la dépolarisation au niveau du nœud sinusal, ce 

dernier étant le responsable du rythme cardiaque (DiFrancesco, 2010). Par ce biais, elle ralentit 

la fréquence cardiaque en augmentant le temps diastolique via le blocage du canal HCN4. Les 

effets cardiaques sont spécifiques du nœud sinusal, sans effet sur les temps de conduction intra-

auriculaires, auriculoventriculaires ou intraventriculaires, sur la contractilité myocardique ou 

sur la repolarisation ventriculaire. 

L'ivabradine peut également bloquer le courant rétinien Ih qui intervient dans la 

résolution temporelle du système visuel, par le raccourcissement de la réponse rétinienne à des 

stimuli lumineux intenses. Lors de circonstances déclenchantes (telles que des changements 

rapides de la luminosité), l'inhibition partielle du courant Ih par l'ivabradine est à l'origine des 

phénomènes lumineux que peuvent percevoir occasionnellement des patients. Les phénomènes 

lumineux (phosphènes) sont décrits comme une augmentation transitoire de la luminosité dans 

une zone limitée du champ visuel. Ces phosphènes font parti des effets indésirables les plus 

fréquents, rapportés chez environ 14,5% des patients, et régressent au cours du traitement dans 

77,5% des cas ou à l’arrêt du traitement.  

Parmi les autres effets indésirables largement décrits,  il a été rapporté le développement 

de troubles cardio-vasculaires, notamment des bradycardies chez 3,3% des patients et en 

particulier dans les 3 premiers mois de traitement, des blocs auriculo-ventriculaire ou encore 

des extrasystoles ventriculaires. Certains troubles généraux apparaissent également avec 

l’apparition de céphalées dans les premiers mois de traitements, de sensations vertigineuses 

probablement liées à la bradycardie. 

Actuellement, l’ivabradine n’est donc utilisée que dans le traitement de pathologies 

cardio-vasculaires mais de récentes études montrent que son utilisation pourrait s’étendre au 

traitement de la douleur notamment inflammatoire et neuropathique (Noh et al., 2014; Young et 

al., 2014). 
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Présentation de l’article 
 

L’expression des gènes, notamment ceux codant pour les canaux ioniques, joue un rôle 

prépondérant dans le développement et le maintien des douleurs qu’elles soient aigues ou  

chroniques. En effet, des variations du niveau d’expression des protéines ou d’ARNm dans le SNP 

ou le SNC ont été mises en évidence dans différents modèles de douleurs inflammatoires ou 

neuropathiques. Ces variations peuvent contribuer à la génèse de décharges ectopiques, à 

l’abaissement des seuils de réponses des neurones ou à une plasticité synaptique renforçant la 

transmission du message de la périphérie au centre.  

 

En clinique, la neurotoxicité aigue de l’oxaliplatine se manifeste par la survenue de 

paresthésies et/ou dysesthésies déclenchées ou exacerbées par le froid au niveau 

extracéphalique mais également au niveau céphalique dans la zone orale et péri-orale. Ces 

symptômes touchant la sphère orofaciale sont largement décrits en clinique mais très peu 

étudiés en préclinique. L’existence de différences embryologiques et moléculaires entre les TGs 

et les DRGs pourraient suggérer que les mécanismes expliquant l’apparition de l’hypersensibilité 

douloureuse induite par l’oxaliplatine ne soient pas similaires entre ces deux territoires 

corporels. Ces mécanismes pourraient probablement expliquer les différences d’efficacité des 

traitements actuellement proposés en réponse aux symptômes retrouvés au niveau de ces deux 

territoires. (Michot et al., 2014). Compte tenu de ces éléments, nous émettons l’hypothèse que la 

découverte d’altérations moléculaires et/ou fonctionnelles qui seraient communément 

observées au niveau des deux territoires, céphalique et extracéphalique, pourraient représenter 

des cibles moléculaires plus pertinentes sur le plan physiopathologique pour le traitement de la 

neuropathie chimio-induite à l’oxaliplatine. Au laboratoire, en collaboration avec l’équipe du Dr 

Emmanuel Bourinet (IGF, Montpellier), nous avons observé que l’injection d’oxaliplatine 

s’accompagne rapidement, dès le quatrième jour après l’injection, et en corrélation avec l’acmée 

des symptômes douloureux, d’une modulation de l’expression de certains canaux ioniques 

(Descoeur et al., 2011) et notamment une augmentation du canal pro-excitateur HCN1 (Figure 

16). Des données non publiées, montraient, chez les mêmes animaux, qu’au niveau trijéminal, 

seule l’expression des canaux HCN, HCN1 mais aussi HCN2, était surexprimée, ce qui pouvait en 

faire des cibles à privilégier.   
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Ainsi l’objectif de ce travail a donc été de mieux comprendre la physiopath

de l’hypersensibilité douloureuse induite par l’oxaliplatine au niveau de la sphère 

orofaciale. Pour cela, nous avons mis en place des tests comportementaux permettant 

d’évaluer l’hypersensibilité douloureuse chimio

mêmes animaux, nous avons réalisé des analyses moléculaires de l’expression des canaux 

HCN1, HCN2 et de leur protéine partenaire trip8b au niveau du TG. Nous avons également 

recherché à valider pharmacologiquement les canaux HCN comme cibles pour le 

traitement de la neuropathie aigue induite par l’oxaliplatine en testant l’effet antalgique 

de l’ivabradine chez ce modèle animal de neuropathie aigue.  

Figure 16 : Profil d’expression d’un ensemble de canaux ioniques suite à l’

Les barres noires représentent l’expression des canaux chez les souris contrôles et les barres blanches l’expression des 

canaux chez les souris traitées par oxaliplatine (6mg/kg).Parmi 

froid (A-B), des canaux potassiques (C

(Descoeur et al., 2011). 
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Ainsi l’objectif de ce travail a donc été de mieux comprendre la physiopath

de l’hypersensibilité douloureuse induite par l’oxaliplatine au niveau de la sphère 

orofaciale. Pour cela, nous avons mis en place des tests comportementaux permettant 

d’évaluer l’hypersensibilité douloureuse chimio-induite au niveau céphalique

nous avons réalisé des analyses moléculaires de l’expression des canaux 

HCN1, HCN2 et de leur protéine partenaire trip8b au niveau du TG. Nous avons également 

recherché à valider pharmacologiquement les canaux HCN comme cibles pour le 

traitement de la neuropathie aigue induite par l’oxaliplatine en testant l’effet antalgique 

de l’ivabradine chez ce modèle animal de neuropathie aigue.   

: Profil d’expression d’un ensemble de canaux ioniques suite à l’injection d’oxaliplatine au niveau du DRG.

Les barres noires représentent l’expression des canaux chez les souris contrôles et les barres blanches l’expression des 

canaux chez les souris traitées par oxaliplatine (6mg/kg).Parmi ces canaux, nous pouvons trouver les principaux senseurs du 

B), des canaux potassiques (C-D),un canal sodique (E) ainsi que les canaux activés par l’hyperpolarisation (F)

induite à l’oxaliplatine 
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injection d’oxaliplatine au niveau du DRG. 
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En se basant sur le modèle de neuropathie aigue à l’oxaliplatine (administration unique à 

6mg/kg) utilisé au laboratoire, nous avons cherché à évaluer, par des tests comportementaux 

adaptés, la sensibilité des animaux à des stimuli thermiques ou mécaniques appliqués au niveau 

de la sphère orofaciale. Ainsi, la sensibilité au froid dans la zone orale et pharyngée a été évaluée 

par un test d’aversion à l’eau froide (4°C±1°C) consistant à mesurer la consommation d’eau 

froide des souris ayant ou non été traitées à l’oxaliplatine. Ce test a permis de montrer que les 

souris traitées à l’oxaliplatine consommaient significativement moins d’eau froide que les souris 

contrôles dès le 3e jour après l’injection d’oxaliplatine. Aucune différence n’a par ailleurs été 

observée lorsque le test a été réalisé avec de l’eau tempérée montrant bien qu’il ne s’agit pas 

d’une diminution de l’appétence à l’eau mais bien d’une aversion liée à la température de l’eau. 

L’allodynie au froid a quant à elle été mise en évidence par le test à l’acétone qui consiste à 

appliquer 20µL d’acétone au niveau de la surface cutanée mandibulaire de l’animal et à 

comptabiliser le temps de grattage de l’animal induit par cette stimulation durant une minute. A 

partir du 3e jour après l’injection, il a été observé une augmentation significative du temps de 

grattage chez les animaux traités à l’oxaliplatine traduisant bien l’apparition d’une 

hypersensibilité au froid. L’hypersensibilité mécanique a également été mise en évidence dans 

ce modèle par l’utilisation du test du pinceau qui consiste à stimuler avec des pinceaux calibrés 

les vibrisses de l’animal. Une augmentation du nombre de réponses sur les 5 stimulations a pu 

être observée chez les animaux traités à l’oxaliplatine à partir du 2e jour après l’induction de la 

neuropathie. 

 Afin de comprendre le mécanisme moléculaire pouvant expliquer cette hypersensibilité 

douloureuse au niveau de la sphère orofaciale et en se basant sur les résultats obtenus 

précédemment concernant les symptômes extracéphaliques, nous avons recherché si des 

variations d’expression de certains canaux ioniques impliqués dans la nociception existaient au 

niveau des TGs et si ces variations étaient ou non identiques à celles observées précédemment 

au niveau des DRGs. Alors que l’expression de plusieurs canaux dépolarisants et 

hyperpolarisants était significativement modulée, augmentée et diminuée respectivement, dans 

les DRGs des animaux traités à l’oxaliplatine, au niveau des TGs nous avons observé que 

l’expression des transcrits de TRPM8 et TRPA1, principaux senseurs du froid, n’était pas altérée 

et que seule l’expression des transcrits codant pour les canaux dépolarisants HCN1 et HCN2 était 

augmentée  quatre jours après le traitement à l’oxaliplatine. Nous avons également observé, à la 

fois par immunohistochimie et western blot, une augmentation de l’expression protéique des 

canaux HCN1 et HCN2 dans le ganglion trijumeau chez les animaux traités à l’oxaliplatine. De 

plus, l’expression protéique de TRIP8b, protéine connu pour son rôle dans l’adressage 

membranaire des canaux HCN, est également augmentée dans les TGs ce qui pourrait participer 



Chapitre II : Canaux ioniques & neuropathies chimio-induite à l’oxaliplatine 
 Article I : présentation de l’article 

88 
 

à  l’explication du rôle important des canaux HCN dans l’excitabilité nerveuse périphérique lors 

d’un traitement à l’oxaliplatine.  

Afin de confirmer la contribution de ces canaux HCN dans les symptômes douloureux liés 

à l’administration d’oxaliplatine, une approche pharmacologique a été entreprise. Le choix de 

l’antagoniste des canaux HCN s’est porté sur l’ivabradine (Procoralan®). A l’acmé des troubles 

sensitifs induits par l’oxaliplatine (J4), l’ivabradine a permis de réverser l’hypersensibilité au 

froid validant les canaux HCN comme cibles intéressantes dans le traitement de ce symptôme. 

Les symptômes mécaniques ont pu être réversés exclusivement lors d’un traitement préventif  à 

l’ivabradine, indiquant qu’une dose plus importante de la molécule serait nécessaire à la 

suppression de ce type de symptômes.  

En collaboration avec l’équipe de du Dr Emmanuel Bourinet à l’IGF de Montpellier, nous 

souhaitons évaluer l’impact de l’oxaliplatine en présence ou non d’ivabradine sur le pourcentage 

de neurones de TGs en culture sensibles au froid ainsi que sur leurs seuils de réponse à cette 

stimulation. Nous pourrons ainsi comparer l’effet de cet anticancéreux sur ces deux paramètres 

des neurones trijéminaux avec les données obtenues au niveau des DRGs et observer si les 

résultats comportementaux obtenus avec l’ivabradine peuvent s’expliquer par un remodellage 

des neurones sensibles au froid au niveau du TG. 

L’ensemble de ces données nous a permis de valider l’existence du développement d’une 

hypersensibilité orofaciale dans le modèle de neuropathie aigue chimio-induite à l’oxaliplatine 

déjà mis en place au sein du laboratoire. En se basant sur le panel de canaux ioniques dont 

l’expression est modulée au niveau des DRGs et corrélée aux symptômes douloureux observés 

sur le territoire extracéphalique (Descoeur et al., 2011), nous avons découvert qu’au niveau 

trigéminal seule une surexpression des canaux HCN1 et HCN2 est induite par l’oxaliplatine. Nous 

avons  confirmé le potentiel antalgique d’un bloqueur connu de ces canaux HCN dans ce modèle. 

En effet l’ivabradine réverse les symptômes d’hypersensibilité au froid et d’hypersensibilité 

mécanique induits par l’oxaliplatine non seulement au niveau du territoire extracéphalique mais 

également au niveau de la sphère orofaciale. 
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Abstract 

 

Previous data showed that neuropathic pain symptoms induced by oxaliplatin-chemotherapy 
such as cold hypersensitivity could be due to variation of differents ion channel expression in 
dorsal root ganglia (DRG) but no study exists to underlying mechanisms in trigeminal ganglia 
(TG). 

C57BL/6J received a unique injection of oxaliplatin (6mg/kg) and behavioral tests were realized 
every day until day 4, which correspond to extra-cephalic cold-hypersensitivity peak previously 
reported in this model. Thermal hypersensitivity (acetone test and water aversion test) was 
assessed at the extra-cephalic level. Immunohistochemistry were realized in TG and caudalis. 

Oxaliplatin induced cold hypersensitivity at cephalic level. Among all the studied expression 
channels, only HCN1 and HCN2 showed a surexpression in TG. The use of ivabradin 
(Procoralan®), an HCN blocker, resulted in a reversion of cold hypersensitivity. Despite the 
absence of TRPM8 and TRPA1 mRNA expression remodeling in TGs exposed to oxaliplatin, we 
investigate the contribution of these two cold-sensitive channels to cold-hypersensitivity, using 
either mice genetically invalidated for TRPM8 gene or the pharmacological inhibition of TRPA1. 

These data showed that variation of ion channel expression are different between DRG and TG, 
suggesting different mechanisms to explain neuropathic pain development induced by 
oxaliplatin at cephalic and extra-cephalic level. However, the surexpression of HCN channels 
observed both at the cephalic and extracephalic levels make these channels of particular 
relevance for the treatment of oxaliplatin-induced neuropathy which was pharmacologically 
validated using ivabradin in mice.    

 
Keywords: Oxaliplatin – HCN – orofacial hypersensitivity – neuropathic pain - TG 
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1. Introduction 

 

Neuropathic pain is a major public health problem because available treatments produce 

incomplete relief, and have dose limiting side effects (Baron et al., 2010). Furthermore, 

antineuropathic pain drugs can have different efficacy to alleviate symptoms at cephalic versus 

extra-cephalic levels (Attal et al., 2010; Robinson et al., 2004) in line with clear-cut data showing 

chronic injury-induced orofacial pain has specific characteristics compared with extracephalic 

nerve injury-induced pain mediated through the spinal nociceptive system (Fried et al., 2001; 

Hargreaves, 2011). Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) may develop as a 

consequence of treatment with multiple chemotherapy agents, including platinum compounds. 

For exemple oxaliplatin, a third-generation platinum analog that is active against both early-

stage and advanced colorectal cancer, produces significant neurotoxicity, a potential dose-

limiting adverse side effect of treatment (André et al., 2004, 2009) characterized by symptoms 

such as paresthesia, dysesthesia and numbness induced or exacerbated by cold at both 

extracephalic (hands and feet) and cephalic (mouth and throat) territory immediately following 

the first infusion in 90% of patients (Argyriou et al., 2008; Attal et al., 2009; Wilson et al., 2002). 

Some patients also experience difficulty swallowing or shortness of breath exacerbated by the 

ingestion of cold liquid (Gramont et al., 2000; Schmoll, 2002). So far, despite cold 

hypersensitivity in oral and peri-oral territories described in patients under oxaliplatin 

treatment, preclinical studies were mainly focus on extra-cephalic area hypersensitivity induced 

by oxaliplatin and molecular variations (Descoeur et al., 2011; Gauchan et al., 2009; Ling et al., 

2007; Nassini et al., 2011; Ta et al., 2009) occurring in dorsal root ganglia that can explain, at 

least partly, the development of pain hypersensitivity at the extracephalic level. However, 

embryological and molecular differences that distinguish DRGs sensory neurons innervating 

limbs and viscera from trigeminal ganglia (TG) sensory neurons innervating face and oral 

territories strongly suggests that regulation of ion channel expression could differ in cephalic 

and extra-cephalic ganglia. Recently, M. Hamon group published a comparative study about 

oxaliplatin-induced cold and mechanical hypersensitivity pharmacological management at 

cephalic versus extra-cephalic level in both mice and rats (Michot et al., 2014). They found 

regional differences in drugs analgesic efficacy in OIPN, supporting the idea that molecular 

mechanisms underlying neuropathic pain are different between DRGs and TGs. Nonetheless, 

oxaliplatin impact on orofacial sensitivity in rodent and molecular mechanisms underlying the 

trigeminal neuropathy remains poorly understood.  
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Transient Receptor Potential channels TRPM8 and TRPA1 are major cold-sensitive 

channels. As they are respectively activated by moderate (25°C∼34°C) and extreme cooling 

(≤17°C) and involved in both innocuous and noxious cold perception (Vay et al., 2012). TRPM8 

and TRPA1 expression in DRG under oxaliplatin treatment has been widely investigated. In most 

OIPN models, TRPA1 channel is upregulated in DRG during oxaliplatin induced neuropathy 

(Descoeur et al., 2011; Kato et al., 2014; Kawashiri et al., 2012; Nassini et al., 2011; Ta et al., 

2010). Moreover, TRPA1 antagonists abolish acute cold hypersensitivity (Descoeur et al., 2011; 

Nassini et al., 2011; Trevisan et al., 2013; Zhao et al., 2012) and TRPA1 knockout mice are 

insensitive to OIPN (Nassini et al., 2011). TRPM8 channel upregulation is also frequently 

associated with oxaliplatin neuropathy (Gauchan et al., 2009; Kato et al., 2014; Kawashiri et al., 

2012). The voltage-gated sodium channel Nav1.8, expressed in small-diameter sensory neurons 

important for cold pain perception (Zimmermann et al., 2007), is also upregulated in DRG 

exposed to oxaliplatin as well as Hyperpolarization-Activated Cation Nonselective (HCN) 

channels (Descoeur et al., 2011). HCN1 and HCN2 channels triggers an inward current in 

neurons termed Ih which is activated by membrane hyperpolarization (Wainger et al., 2001). 

HCN1, the dominant HCN transcript in mouse DRG, is expressed in both large neurons and a 

restricted sub-population of cold-sensitive small neurons whereas HCN2 is only expressed in 

small neurons (Momin et al., 2008; Moosmang et al., 2001; Orio et al., 2009). HCN1 lacking mice 

and mice carrying an HCN2 deletion in nociceptive neurons have both reduced cold allodynia in 

nerve injury models of neuropathic pain (Emery et al., 2011; Orio et al., 2009).  

On the other hand, inward rectifying potassium channels TREK1 and TRAAK, as well as 

Kv1.1 voltage-gated channel are downregulated in OIPN (Descoeur et al., 2011). TREK1 and 

TRAAK are important modulators of both thermoception and nociception (Alloui et al., 2006; 

Noël et al., 2009). TREK1/TRAAK double knockout mice are unable to develop oxaliplatin-

induced cold hypersensitivity suggesting that TREK/TRAAK potassium channels 

downregulation contributes to cold-sensing neurons hyperexcitability in OIPN (Descoeur et al., 

2011).  

In order to understand the pathophysiology of cephalic oxaliplatin-induced cold 

hypersensitivity, we developed behavioral tests adapted to mice to assess their orofacial 

sensitivity. Based on data presented in our previous article (Descoeur et al., 2011), these tests 

were performed after a single administration of oxaliplatin at 6 mg/kg, a dose that have 

previously shown to induce neurotoxicity in mice. We found that a single injection of oxaliplatin 

was followed by the rapid development of hypersensitivity to innocuous and noxious cold 

stimuli at cephalic territory like that was previously shown at extra-cephalic territory. Study of 

expression levels of several ions channels show important differences between DRG and TG 
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profile expression. Hence, among all the channels evaluated only HCN channels are 

overexpressed both in DRG and TG which make these channels good targets for the treatment of 

oxaliplatin-induced neuropathy. This hypothesis has been pharmacologically validated by the 

use of ivabradin, a non specific HCN inihibitor which have been shown to alleviate cephalic 

hypersensitivity in mice treated by oxaliplatin.  
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2. Results 

 

Oxaliplatin induced oral and perioral hypersensitivity in mice 

In order to understand molecular mechanisms governing orofacial hypersensitivity 

induced by oxaliplatin, and compare them to our previous extra-cephalic data, we needed to 

know how cephalic sensitivity is affected by a single oxaliplatin administration in mice . Thus, we 

adapted for mice behavioral test allowing orofacial sensitivity evaluation.  

The aim of the first test was to evaluate oxaliplatin-induced oral cavity cold-hyperalgesia. 

Briefly, animals were trained during for 4 days to have access to room temperature equilibrated 

water during 3 hours per day. After this training period, i.e. at D0, mice were either treated with 

oxaliplatin (6 mg/kg, i.p.) or its vehicle (glucose 5%, i.p.) and were watered with 5 ± 1°C cold 

water during 4 more days. Water consumption during the 3 hour drinking sessions has been 

monitored each day. Since the 3rd day after injection (D3) cold-water consumption was 

significantly lower in oxaliplatin-treated mice in comparison to vehicle group (Fig 1A). That 

difference was maintained at day 4, which correspond to extra-cephalic cold-hypersensitivity 

peak previously reported in this model (Descoeur et al., 2011). Water aversion test was also 

performed with tempered water in both oxaliplatin and vehicle-treated mice. No difference 

between vehicle and oxaliplatin groups was observed (data not shown).  

Cool allodynia induced by oxaliplatin was evaluated in peri-oral territory by a time-

course measurement of grooming behavior induced by a 20 µL drop of acetone applied in 

vibrissae surface. Grooming behavior provoked by acetone-mediated skin cooling was 

significantly increased in oxaliplatin-treated mice in comparison to vehicles animals (Fig 1B).  

Finally, we used brush stimulation of vibrissae surface to assess mice cephalic 

mechanical sensitivity. Briefly, mice vibrissae surface were stimulated by 5 consecutive soft 

brush applications. Mice unpleasant related-behavior reaction in response to brush per 

application round was recorded. The number of allodynic responses to brush stimulation was 

significantly increased in neuropathic mice as compared to vehicle-treated mice from  day 2 

after oxaliplatin administration until the end of behavioral assessment at day 4 (Fig 1C). 
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Figure 1: Oxaliplatin effects on wild

(A) Vehicle or oxaliplatin (6 mg/kg, i.p. injection) treated mice consumption of cold water (5 ± 1°C) during 3 hour sessions. 

(B) Grooming behavior after acetone application in the 

stimulation with five consecutive strokes of brush. 

Frequency distribution of temperature threshold for cold sensitive neurons from vehicle or oxaliplatin mice and 

Percentage of cold sensitive TG neurons. Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference between vehicle 

and oxaliplatin treated mice are marked with 

 

Oxaliplatin transcriptionally regulates HCN channels 

Since we previously observed transcriptional changes of a specific array of genes 

encoding for ionic channels involved in cold sensing

performed quantitative PCR analysis 

of the same candidate genes coding for ion channels known to be

nociceptors excitability. These

mechanical and thermal-sensitive

and KV1.2 potassium channels; the NaV1.8 sodium channel; and the

channels (HCN1-2). Total RNA was

injection (8 mice per condition). Expression levels were

invariant housekeeping genes (HKGs) 

transcripts, several sets of primers were selected in individual exons

oxaliplatin promotes excitability by drastically lowering the expression of distinct potassium 

channels (TREK1, TREK-2, TRA
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Oxaliplatin effects on wild-type mice cold and cool perception.  

Vehicle or oxaliplatin (6 mg/kg, i.p. injection) treated mice consumption of cold water (5 ± 1°C) during 3 hour sessions. 

Grooming behavior after acetone application in the upper lip area skin surface. (C) Response to dynamic mechanical 

stimulation with five consecutive strokes of brush. (D) Effect of oxaliplatin treatment on cold-sensing TG neurons 

Frequency distribution of temperature threshold for cold sensitive neurons from vehicle or oxaliplatin mice and 

Percentage of cold sensitive TG neurons. Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference between vehicle 

n treated mice are marked with *; * for p<0,05; *** p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post

Oxaliplatin transcriptionally regulates HCN channels in TG 

Since we previously observed transcriptional changes of a specific array of genes 

ionic channels involved in cold sensing in the DRGs of oxaliplatin

PCR analysis of TG neurons to detect potential changes in the expression

candidate genes coding for ion channels known to be involved in

. These comprised the cold thermorsensors TRPM8 and TRPA1; the 

sensitive potassium channels TREK1, TREK-2 and 

potassium channels; the NaV1.8 sodium channel; and the hyperpolarization

). Total RNA was obtained from TG at day 4 post vehicle or oxaliplatin

mice per condition). Expression levels were normalized to the expression of two 

genes (HKGs) in the RNA samples analysed. For most of the analysed 

several sets of primers were selected in individual exons.While at the DRG level 

oxaliplatin promotes excitability by drastically lowering the expression of distinct potassium 

TRAAK, Kv1.1), and by increasing the expression of pro
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Vehicle or oxaliplatin (6 mg/kg, i.p. injection) treated mice consumption of cold water (5 ± 1°C) during 3 hour sessions. 

Response to dynamic mechanical 

sensing TG neurons in vitro. 

Frequency distribution of temperature threshold for cold sensitive neurons from vehicle or oxaliplatin mice and (E) 

Percentage of cold sensitive TG neurons. Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference between vehicle 

way ANOVA with Bonferroni post-test. 

Since we previously observed transcriptional changes of a specific array of genes 

in the DRGs of oxaliplatin-treated mice, we 

to detect potential changes in the expression 

involved in cold-sensing 

cold thermorsensors TRPM8 and TRPA1; the 

2 and TRAAK, the KV1.1 

erpolarization-activated 

post vehicle or oxaliplatin 

normalized to the expression of two 

. For most of the analysed 

.While at the DRG level 

oxaliplatin promotes excitability by drastically lowering the expression of distinct potassium 

), and by increasing the expression of pro-excitatory 
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channels such as TRPA1, Nav1.8 and 

level neither mRNA expression of 

potassium channels TREK1 and TRAAK

potassium channel Kv1.1 and Kv1.2 

2F) were altered by oxaliplatin. 

currents (Ih), oxaliplatin treatment resulted in highly significant

(Fig 2E). Collectively, this transcriptome analysis

restricted remodelling of the candidate ion channel expressi

have been observed in the DRGs.

Figure 2: Oxaliplatin (6mg/kg) effects on the expression profile of a set of ion channels in TG.

The filled and color bars represent the vehicle

correspond to the exon number targeted in the given channel transcript analysed. 

thermoreceptors, TRPM8 and TRPA1. (C)

Kv1.2 (E) Expression profile of the HCN1 and HCN2 hyperpolarization activated cationic channels. 

sodium channel Nav1.8. Significant difference between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked with 

p<0,05; *** p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post

 

 

TRPA1 and TRPM8 are required for oxaliplatin

Cold hypersensitivity is the main

channels are TRPM8 and TRPA1. Despite the absence of TRPM8 and TRPA1 mRNA expression 

remodeling in TGs exposed to oxaliplatin, we investigate the contribution of these two cold
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TRPA1, Nav1.8 and the hyperpolarisation-activated channel (HCN

level neither mRNA expression of TRPM8 and TRPA1 channels (Fig 2A-B),

annels TREK1 and TRAAK (Fig 2C), or the slowly inactivating voltage

and Kv1.2 (Fig 2D) and the sodium channel NaV1.8 transcript

altered by oxaliplatin. Concerning transcripts coding for hyperpolarization 

xaliplatin treatment resulted in highly significant increase of HCN1

. Collectively, this transcriptome analysis reveals that oxaliplatin induces a

candidate ion channel expression in the TGs as compared to what 

have been observed in the DRGs. 

Oxaliplatin (6mg/kg) effects on the expression profile of a set of ion channels in TG.

The filled and color bars represent the vehicle- and the oxaliplatin-treated samples, respectively. The number in the X

correspond to the exon number targeted in the given channel transcript analysed. (A)(B) Expression of the cold

(C) Expression profile of potassium channels TREK-1 and TRAAK and 

Expression profile of the HCN1 and HCN2 hyperpolarization activated cationic channels. 

t difference between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked with 

way ANOVA with Bonferroni post-test.  

TRPA1 and TRPM8 are required for oxaliplatin-induced cold-hypersensitivity

Cold hypersensitivity is the main symptom induced by oxaliplatin and major cold sensors 

channels are TRPM8 and TRPA1. Despite the absence of TRPM8 and TRPA1 mRNA expression 

remodeling in TGs exposed to oxaliplatin, we investigate the contribution of these two cold

induite à l’oxaliplatine 
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activated channel (HCN-1). At the TG 

B), nor the two-pore 

inactivating voltage-gated 

sodium channel NaV1.8 transcripts (Fig 

Concerning transcripts coding for hyperpolarization activated 

increase of HCN1 and HCN2 

eals that oxaliplatin induces a more 

as compared to what 

 

Oxaliplatin (6mg/kg) effects on the expression profile of a set of ion channels in TG.  

treated samples, respectively. The number in the X-axis 

Expression of the cold-activated 

1 and TRAAK and (D) Kv1.1 and 

Expression profile of the HCN1 and HCN2 hyperpolarization activated cationic channels. (F) Expression of the 

t difference between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked with *; * for 

hypersensitivity 

symptom induced by oxaliplatin and major cold sensors 

channels are TRPM8 and TRPA1. Despite the absence of TRPM8 and TRPA1 mRNA expression 

remodeling in TGs exposed to oxaliplatin, we investigate the contribution of these two cold-
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sensitive channels to cold-hypersensitivity, using either mice genetically invalidated for TRPM8 

gene (Fig 3A-C-E) or the pharmacological 

mice, no differences has been shown in water aversion and acetone test between day 0 and day 

4 and mechanical allodynia was conserved at day 4, suggesting 

hypersensitivity (both hyperalgesia to noxious cold, and

afferent fibers, but the mechanism 

antagonist) is capable to reverse cold hypersensitivity observed at day 4 in water adversion and 

acetone test but not mechan

animals were treated i.p. with HC030031 at 100mg/kg (an in vivo active concentration in 

rodents (Eid et al, 2008)) or its vehicle. Thirty minutes after treatment, mice were subjected to 

the cold tolerance paradigm. The

hypersensitivity corroborating the notion that TRPA1 channels plays an important role in the 

mechanisms responsible for mechanical hypersensitivity

2008). However, acute mechanical pain perception in control animals was not affected by the 

antagonist suggesting that the transduction of mechanical stimuli is governed by multipl

molecular substrates.  

 

Figure 3: TRPM8 and TRPA1 channels involvement in oxaliplatin induced orofacial hypersensitivity. 

WT (black histograms) and TRPM8 KO or HC003031 treatment (colored histograms) mice were treated by oxaliplatin 

(6mg/kg). Mice consumption of cold water (4 ± 1°C) during 3 hour sessions every day from day 0 to day 4 in TRPM8 KO mice 

(A) and in TRPA1 antagonist treated mice 

surface in TRPM8 KO mice realized at day 4 after oxaliplatin treatment 

(D). Response to dynamic mechanical stimu

TRPM8 KO mice (E) and in TRPA1 antagonist treated mice 

colored histogram corresponds to the group traited by oxalip

Bonferroni post-test.  
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hypersensitivity, using either mice genetically invalidated for TRPM8 

pharmacological blocade of TRPA1 (Figure 3B-C

mice, no differences has been shown in water aversion and acetone test between day 0 and day 

4 and mechanical allodynia was conserved at day 4, suggesting that oxaliplatin 

hypersensitivity (both hyperalgesia to noxious cold, and allodynia to innocuous cool) via TRPM8 

afferent fibers, but the mechanism must be determined. Similarly, the use of HC00303 (TRPA1 

antagonist) is capable to reverse cold hypersensitivity observed at day 4 in water adversion and 

acetone test but not mechanical hypersensitivity. Oxaliplatin mediated cold hyperalgesic 

animals were treated i.p. with HC030031 at 100mg/kg (an in vivo active concentration in 

) or its vehicle. Thirty minutes after treatment, mice were subjected to 

the cold tolerance paradigm. The treatment had a significant effect on the oxaliplatin cold 

hypersensitivity corroborating the notion that TRPA1 channels plays an important role in the 

mechanisms responsible for mechanical hypersensitivity in neuropathic condition 

. However, acute mechanical pain perception in control animals was not affected by the 

antagonist suggesting that the transduction of mechanical stimuli is governed by multipl

TRPM8 and TRPA1 channels involvement in oxaliplatin induced orofacial hypersensitivity. 

WT (black histograms) and TRPM8 KO or HC003031 treatment (colored histograms) mice were treated by oxaliplatin 

(6mg/kg). Mice consumption of cold water (4 ± 1°C) during 3 hour sessions every day from day 0 to day 4 in TRPM8 KO mice 

ist treated mice (B). Grooming behavior after acetone application in the upper lip area skin 

surface in TRPM8 KO mice realized at day 4 after oxaliplatin treatment (C) or in TRPA1 antagonist (HC030031) treated mice 

Response to dynamic mechanical stimulation with five consecutive strokes of brush every day from day 0 to day 4 in 

and in TRPA1 antagonist treated mice (F). Black histograms correspond to the control group and the 

colored histogram corresponds to the group traited by oxaliplatin. * p<0,05; ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
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hypersensitivity, using either mice genetically invalidated for TRPM8 

C-D). In TRPM8 KO 

mice, no differences has been shown in water aversion and acetone test between day 0 and day 

that oxaliplatin mediates a cold 

allodynia to innocuous cool) via TRPM8 

must be determined. Similarly, the use of HC00303 (TRPA1 

antagonist) is capable to reverse cold hypersensitivity observed at day 4 in water adversion and 

xaliplatin mediated cold hyperalgesic 

animals were treated i.p. with HC030031 at 100mg/kg (an in vivo active concentration in 

) or its vehicle. Thirty minutes after treatment, mice were subjected to 

treatment had a significant effect on the oxaliplatin cold 

hypersensitivity corroborating the notion that TRPA1 channels plays an important role in the 

in neuropathic condition (Eid et al, 

. However, acute mechanical pain perception in control animals was not affected by the 

antagonist suggesting that the transduction of mechanical stimuli is governed by multiple 

 

TRPM8 and TRPA1 channels involvement in oxaliplatin induced orofacial hypersensitivity.  

WT (black histograms) and TRPM8 KO or HC003031 treatment (colored histograms) mice were treated by oxaliplatin 

(6mg/kg). Mice consumption of cold water (4 ± 1°C) during 3 hour sessions every day from day 0 to day 4 in TRPM8 KO mice 

Grooming behavior after acetone application in the upper lip area skin 

or in TRPA1 antagonist (HC030031) treated mice 

lation with five consecutive strokes of brush every day from day 0 to day 4 in 

Black histograms correspond to the control group and the 

latin. * p<0,05; ** p<0,01 ; *** p<0,001. Two-way ANOVA with 
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Involvement of HCN channels in acute neuropathy induced by oxaliplatin

HCN transcrits surexpression after oxaliplatin treatment is thus the unique common 

transcritpionnal regulation that appear bo

we found an up-regulation of HCN1 and HCN2 channels

immunostaining (Fig 4A, C) or western

D), suggesting these channels could participate in the effects of oxaliplatin

note that TRIP8b (TPR-containing Rab8b interacting protein), 

regulates the cell surface expression and reduces the cyclic nucleotide

channels (DeBeg HA et al., 2015), was also found to be

injection (Fig 4E). 

Figure 4: HCN channels and trip8b proteins expression is increased in the TG of oxaliplatin treated mice.

WT mice were treated by oxaliplatin (6mg/kg ip). (

trigeminal ganglia sections (TG) (B) (D) 

trigeminal ganglia. (E) Oxaliplatin effect on the protein expression profile of Trip8b in trigeminal ganglia. Black histograms 

correspond to the control group and the colored histogram correspond to the group traited by oxaliplatin (6mg/kg). * 

p<0,05; ** p<0,01 ; *** p<0,001. Two-way ANOVA
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Involvement of HCN channels in acute neuropathy induced by oxaliplatin 

HCN transcrits surexpression after oxaliplatin treatment is thus the unique common 

regulation that appear both at the DRG and at the TG levels 

regulation of HCN1 and HCN2 channels protein levels either using

or western-blot analysis of TG after oxaliplatin treatment

, suggesting these channels could participate in the effects of oxaliplatin. It is also worthy to 

containing Rab8b interacting protein), an accessory protein that 

regulates the cell surface expression and reduces the cyclic nucleotide dependence of these 

(DeBeg HA et al., 2015), was also found to be upregulated in TG after oxaliplatin 

HCN channels and trip8b proteins expression is increased in the TG of oxaliplatin treated mice.

treated by oxaliplatin (6mg/kg ip). (A) (C) Respectively HCN1 and HCN2 channels immunodetection in 

(B) (D) Oxaliplatin effect on the protein expression profile of HCN1 and HCN2 channels in 

n effect on the protein expression profile of Trip8b in trigeminal ganglia. Black histograms 

correspond to the control group and the colored histogram correspond to the group traited by oxaliplatin (6mg/kg). * 

way ANOVA with Bonferroni post-test.  
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Figure 5: Ivabradin prevents oxaliplatin

WT mice were treated by oxaliplatin (6mg/kg ip) until day 4 (D4), corresponding to acme pain symptoms. 

Mice consumption of cold water (4 ± 1°C) during 3 hour sessions every day until day 4.

application in the upper lip area skin surface. 

of brush at day 0 and day 4. (D) calcium imaging.

and the colored histogram correspond to the group traited by combination oxaliplatin

p<0,01 ; *** p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post

 

  

: Canaux ioniques & neuropathies chimio-induite à l’oxaliplatine

100 

As HCN channels triggers Ih current in sub-populations of cold

modulating these channels activity could prevent hypersensitivity to cold induced by oxaliplatin. 

To confirm this hypothesis, we assessed the impact of HCN channel antagonist ivabradine 

(Procoralan®) on orofacial sensitivity. Using both acetone and brush test in vibrissae surface, 

we shown that HCN channel blocker did not affect cold and mechanical perception in naïve 

animals. After neuropathy induction, ivabradine specifically reversed cold hypersensitivity 

(acetone and water aversion test) without affecting mechanical allodynia. (Fig 5

 

Ivabradin prevents oxaliplatin-induced orofacial cold hypersensitivity.  

mice were treated by oxaliplatin (6mg/kg ip) until day 4 (D4), corresponding to acme pain symptoms. 

mption of cold water (4 ± 1°C) during 3 hour sessions every day until day 4. (B) Grooming behavior after acetone 

e upper lip area skin surface. (C) Response to dynamic mechanical stimulation with five consecutive strokes 

calcium imaging. Black histograms correspond to the control group treated by oxaliplatin 

correspond to the group traited by combination oxaliplatin-ivabradine (3mg/kg). * p<0,05; ** 

way ANOVA with Bonferroni post-test.  
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populations of cold-sensitive neurons, 

modulating these channels activity could prevent hypersensitivity to cold induced by oxaliplatin. 

mpact of HCN channel antagonist ivabradine 

(Procoralan®) on orofacial sensitivity. Using both acetone and brush test in vibrissae surface, 

we shown that HCN channel blocker did not affect cold and mechanical perception in naïve 

duction, ivabradine specifically reversed cold hypersensitivity 

(Fig 5). 

 

mice were treated by oxaliplatin (6mg/kg ip) until day 4 (D4), corresponding to acme pain symptoms. (A) Response to 

Grooming behavior after acetone 

Response to dynamic mechanical stimulation with five consecutive strokes 

Black histograms correspond to the control group treated by oxaliplatin 

ivabradine (3mg/kg). * p<0,05; ** 
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3. Discussion 

 

In this study, we showed that one administration of oxaliplatin induced allodynia and 

hyperalgesia in cephalic territory (vibrissae and oral areas) in mice. Oxaliplatin has specific 

features with regard to other anticancer drugs, notably because it induces two types of 

neuropathy: acute and chronic neuropathic pain signs associated specifically to exacerbated cold 

perception in almost all patients (Attal et al., 2009). In this study, we have target only acute 

neurotoxicity, which appears just after first treatment and lasts for a few days. Oxaliplatin-

induced peripheral neuropathy is a common, often severe and dose limiting toxic side effect of 

cancer treatment (Wolf et al., 2008). Despite its clinical relevance, several important issues are 

still to be addressed for a less empirical therapeutic management of these pain symptoms. These 

include a better understanding of the underlying mechanisms of these neuropathies. Symptoms 

are reversible cold-induced paresthesia, dysestesia or pain mainly localized in hands, feet and 

face (Argyriou et al., 2008). Oxaliplatin neurotoxicity is thought to be caused by voltage-gated 

sodium channel impairment due to calcium chelation by oxalate, an oxaliplatin metabolite 

(Grolleau et al., 2001; Kawashiri et al., 2012). Various studies have also reported oxaliplatin 

ability to modulate expression of ion channel encoding genes linked to cold and mechanical 

perception in rodent dorsal root ganglia (DRG)(Gauchan et al., 2009; Kawashiri et al., 2012; 

Nassini et al., 2011) but no study exist about variation expression in trigeminal ganglia (TG). In 

fact, the mechanisms involved, and possible treatment targets, in orofacial pain due to 

chemotherapy are poorly understood. Understanding the mechanisms involved in 

chemotherapy-related orofacial pain will enhance patient management. 

Chemotherapy-induced acute peripheral neuropathy frequently shows an oral and 

perioral cold hypersensitivity in patients. Despite existing embryological differences between 

sensory neurons of the TGs and DRGs, no preclinical study trying to compare the impact of 

oxaliplatin in orofacial area and underlying molecular mechanisms have been realized to our 

knowlegde. To understand oxaliplatin-induced cephalic physiopathology, we have developed 

behavioral test in mouse to estimate pain in orofacial area. These tests were realized after a 

unique administration of oxaliplatin at 6mg/kg, basing on previous behavioral results obtained 

at the extracephalic level (Descoeur et al., 2011).  

Cold hyperalgesia in oral zone was estimated by water aversion test. We showed that 

oxaliplatin-mice consumed significantly less cold water than vehicles animals from the 3rd day 

after the injection, showing an aversion to cold water due to acute neuropathy development 

induced by oxaliplatin. This test was also realized with normal water (ambient temperature) and 
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no differences were observed between oxaliplatin or vehicles animals. Cold allodynia in peri-oral 

zone was estimated by acetone test. Grooming time are increased significantly in oxaliplatin 

animals 2 days after injection and continue to increase until day 4, which corresponding to peak 

of the symptoms. Mechanical hyperalgesia in orofacial sphere was assessed by brush test, 

consisting to apply stimulations in vibrissae territories with brush. Score are increased 

significantly in oxaliplatin animals 2 days after injection. 

To identify various molecular actors involved in orofacial sensitivity induced by 

oxaliplatin-chemotherapy, and to compare the data obtained with previous study showing 

expression variations for each ionic channels in DRG after oxaliplatin treatment (Descoeur et al., 

2011), we analyzed expression of the same channels. No variation in TG was observed for 

TRPM8, TRPA1, TREK1, TREK2, TRAAK, Kv1.1, Kv2.2, or Nav1.8 while DRG analysis had 

revealed a surexpression of TRPA1, Kv1.1 and Nav1.8 and a subexpression of TREK and TRAAK 

channel (Descoeur et al., 2011; Pereira et al., 2014). We found an up-regulation of both HCN1 

and HCN2 channels transcripts and of proteins levels in TG after oxaliplatin treatment, 

suggesting these channels could participate in the effects of oxaliplatin. HCN1 surexpression had 

also reported in DRG (Descoeur et al., 2011). Ih channels encoded by the HCN subunits have 

been linked to cold perception (Momin et al., 2008; Orio et al., 2009). Ih current generated by 

HCN channels participate in control of neuronal excitability by modulating PA frequency further 

to a nociceptive stimulus.  

Furthermore, animals genetically or pharmacologically invalidated for HCN1 have a 

perception alteration of cold and warm for extreme temperatures (Orio et al., 2009). Modulation 

of channels HCN1 and HCN2 activity could limit cold hypersensitivity and mechanical allodynia 

induced by oxaliplatin. Evaluation of the expression of all the members of this channel family 

revealed that HCN1 and 2 are predominant in trigeminal ganglia, and that oxaliplatin up 

regulates these 2 channels. These increases in HCN1 and HCN2 are consistent with data on 

neuropathic pain (Wells et al., 2007) This previous data showed a significant increase of TG 

neurons immunopositive for HCN1 and HCN2 after pulp injury. Given that Ih can facilitate 

neuronal excitability, results of current study suggest that antagonists to HCN1 and 2 subunits 

could work as analgesics in the alleviation of orofacial pain. Furthermore, in vivo 

microneurography recordings of single cold-sensing C-fibers in rats suggested the importance of 

HCN channels in their firing (George et al., 2007). In addition, cold-sensing fibres have been 

described to prominently elicit rhythmic firing (Orio et al., 2009), including in humans with 

persisting ongoing activity following cold exposure (Serra et al., 2009), wich is compatible with 

HCN channel activity, also known as the “pacemaker channels”. Indeed, HCN channels also shape 

the excitability of heart pacemaker cells and a pan HCN inhibitor, ivabradine, has been marketed 



Chapitre II : Canaux ioniques & neuropathies chimio-induite à l’oxaliplatine 
 Article I : Discussion 

103 
 

to treat angina pectoris and myocardial ischemia (Berdeaux et al., 2009). To confirm these 

hypotheses, we estimated the impact of a HCN channels antagonist, ivabradine (Procoralan®) 

on orofacial sensitivity. Before induction of the neuropathy (D0), thresholds for cold and 

mechanical allodynia are similar between group control and oxaliplatin group, suggesting HCN 

would not be involved in painful modalities perception in physiological context. At day 4, which 

corresponding to peak of the symptoms, only cold hypersensitivity reversion is induced by 

ivabradine. Additionally, this behavioural effect corroborated by the demonstration that HCN 

blockade on cold-sensing neurons in vitro is able to increase the threshold of cold detection, 

thereby directly lowering the excitability of this subclass of nociceptors (Momin et al., 2008; Orio 

et al., 2009). So, we demonstrated that HCN channels surexpression participate in cold 

hypersensitivity caused by oxaliplatin injection and these channels represented an interesting 

target to handle this symptom. 

 No variations of TRPM8 and TRPA1 channels were observed in TG after oxaliplatin 

injection but this fact don’t demonstrate these two channels would not be involved in acute 

neuropathy induced by oxaliplatin-chemotherapy. Indeed, oxaliplatin could favor TRPM8 and 

TRPA1 channels translation without affecting their transcript or directly modulate their 

opening. To study the contribution of these two channels in cold hypersensitivity induced by 

oxaliplatin, we realized several orofacial tests on mice genetically (TRPM8 KO mice) or 

pharmacologically (using the TRPA1 blocker HC003031). TRPM8 invalidated mice and mice 

pharmacologically invalidated for TRPA1 (involved in harmful cold) have altered extracephalic 

sensibility thresholds compared with controls animals (Descoeur et al., 2011). Contrary to these 

observations, thresholds for cephalic sensitivity obtained before oxaliplatin injection were not 

different between invalidated animals and controls animals. These results suggest deletion of 

TRPM8 channel or blocking of TRPA1 would be compensated in TG but not in DRG, probably 

with others cold sensors channels. We also showed that these invalidated animals did not 

develop cold hypersensitivity but a mechanical allodynia after oxaliplatin injection as compared 

to controls animals. In agreement with previous article, these data show that TRPM8 channel is 

involved in cold perception exacerbation after neuropathy induction but this channel does not 

participate in mechanical allodynia. Concerning TRPA1 results, HC003031 allowed a cold 

hypersensitivity reversion and this observation is coherent with previous data obtained on 

extracephalic territory. Contrary to the last results in extracephalic territory, blocking of TRPA1 

did not affect mechanical allodynia in cephalic territory (Descoeur et al., 2011; Nassini et al., 

2011). This difference could be due to intensity of the stimuli which evoke an allodynia with 

brush test and a hyperalgesia with Von Frey filament (1.4g) test. A specific implication of TRPA1 

for mechanical stimuli of strong intensity had already been reported on TRPA1 genetically 

invalidated mice (Kwan et al., 2006). Furthermore, regional differences in the efficacy of drugs to 
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alleviate oxaliplatin-induced allodynia/hyperalgesia further support the idea that mechanisms 

underlying neuropathic pain have peculiarities at cephalic versus-extracephalic level (Michot et 

al., 2014). In particular, TRPA1 is a sensor for cold, chemical as well as mechanical stimulations 

(Basbaum et al., 2009) and others studies show a significant increase in TRPA1 mRNA and a 

similar tendency in trigeminal ganglia in oxaliplatin-treated mice (Descoeur et al., 2011; Ta et al., 

2010).  

 Concerning TREK and TRAAK channels, these three channels are under expressed in DRG 

after oxaliplatin administration (Descoeur et al., 2011) and this under expression would 

partially explain mechanical and cold hypersensitivity (allodynia and hyperalgesia). In TG, we 

showed no under expression of these channels induced by oxaliplatin. Indeed, a resistance of 

these lineages of transgenic mice on orofacial hypersensitivity induced by oxaliplatin 

demonstrates that the implication of these three channels in genesis of painful neuropathy is not 

only due to a repression of their expression. To understand this mechanism and implication on 

cephalic territory, it would be interesting to analyze profile proteins expression, generated 

currents of these three channels after anticancer agent administration.  

 For the first time, cold and mechanical hypersensitivity at cephalic level have been 

shown in animals treated with a unique oxaliplatin injection. This preclinical model of 

oxaliplatin-induced cold hypersensitivity in mice is clinically relevant because this model 

reproduce the symptoms described in clinic both at extra-cephalic level (members’ extremities) 

and at the cephalic level (oral and peri-oral zones). Altogether, our data further support the idea 

that neuropathic pain has specific, at least partly different, characteristics in cephalic and extra-

cephalic territories. Behavioral experiments show the same hyperalgesia and allodynia 

development for these 2 territories. Also, previous investigations revealed oxaliplatin induce a 

variation of ion channel expression in dorsal root ganglia (Descoeur et al., 2011), this is not true 

at the cephalic level for which only HCN channel expression is upregulated after oxalilatin 

administration.. This makes these channels particularly good targets for the treatment of 

oxaliplatin-induced pain hypersensitivity. Moreover, the pharmacological validation of HCN 

channels using ivabradin is really encourageing in the context of a neuropathic pain model for 

which no current analgesic have shown to be efficient.  
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4. Methods 

 

4.1 Animals 

C57Bl/6J mice provided by Charles River (France) were kept on a 12h light/dark cycle and 

provided with food and water ad libitum. Triple KO mice were mice of the N10F2 backcross 

generation to C57Bl/6J inbred congenic strain as described previously (Guyon et al, 2009; 

Heurteaux et al, 2004). Triple KO mice were generated by crossing TREK1-/-TREK2-/- and TREK1-

/--TRAAK-/- mice, resulting in TREK1+/--TREK2+/--TRAAK+/- offspring. Triple KO mice were 

obtained by intercrossing this progeny. The behavioral experiments were performed on 20–24 g 

male mice, blind to the treatment, in a quiet room, by the same experimenter for a given test 

taking great care to minimize or avoid discomfort of the animals. All animal procedures were 

approved by the local Animal Ethics Committee and experiments were performed according to 

the guidelines provided by the European Community guiding in the care and use of animals 

(86/609/CEE) (Zimmermann, 1983).  

4.2 Drugs and treatments 

Single i.p. injections of oxaliplatin (Sanofi Aventis, Montpellier France) were performed at 6 

mg/kg dissolved in glucose 5%   in male C57BL6J mice (20–25 g) directly after the first behavior 

assessment. 90h after drug administration, corresponding to time to reach the hyperalgesia peak 

(Descoeur et al., 2011), a second cold and mechanical sensitivity evaluation was performed. 

Specific HCN inhibitor, Ivabradine (3 mg/kg) (Servier, Courbevoie France) and TRPA1 

antagonist, HC030031 (100 mg/kg) (Enzo life sciences) was injected intraperitoneally (i.p). 

Vehicle solutions were injected in the control groups. All solutions were prepared just before 

experiments. 

4.3 Behaviour 

Pain scores were determined with strict adherence to ethical guidelines (Zimmermann, 1983). 

The typical symptoms of inflammatory and neuropathic pain, allodynia and hyperalgesia, were 

examined using following tests: 

Acetone Test. Threshold reflex responses to innocuous cool temperatures were assessed using 

acetone test. This test was used to measure sensitivity to cold between 15 and 20°C. In this 

assay, a drop (20μL) of acetone is gently applied to the upper lip area skin surface and the total 

time spent in acetone-evoked behaviors (grooming, scratching and flinching) over a 1-minute. 

Acetone test was repeated 2 times from day 0 to day 4 and average was calculated for each day. 
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Water aversion. Threshold reflex responses to noxious cold temperatures were assessed using 

water aversion test. Three days after the test beginning, animals were used to drink for 3 hours a 

day. During 3 hours sessions, mice consumption of cold water (4 ± 1°C) was measured from day 

0 to day 4. 

Brush Test. Threshold reflex responses to mechanical sensitivity were assessed using brush test 

consist to realize strokes of brush on the upper lip area skin surface in mice. For each brush, five 

stimuli were applied with an interval of 3-5 seconds. The number of response to dynamic 

mechanical stimulation was measured. 

4.4 Ca2+ imaging 

TGs were prepared from vehicle or oxaliplatine (6 mg/kg) treated mice 90 h post injection as 

previously described. Neurons were seeded on laminin coated glass bottom chambers 

(fluorodish WPI) and cultivated for 12–18 h at 378C in B27 supplemented Neurobasal A medium 

(Invitrogen, France) with 100 ng/ml NGF 7S (Sigma–Aldrich, France). Prior to recording, cells 

were incubated with 5 mM fura-2AM in Tyrode’s solution for 1 h at 378C. Fluorescence 

measurements were made with an inverted microscope (Olympus IX70) equipped with a 

coolsnap HQ camera (Roper Scientific, France). Fura-2 was excited at 340 and 380nm and ratios 

of emitted fluorescence at 510nm were acquired simultaneously with bath temperature using 

Metafluor software (Universal Imaging). Temperature was controlled with a gravity driven 

perfusion (1–2 ml/min) cooled with a peltier device mounted in series with a resistive heater 

(CellMicroControls). Perfusion was first cooled at 12°C then heated at 37°C before application 

onto the chamber. Temperature was monitored with a thermistor probe located near the 

perfusion outlet always at the same place. Rapid cooling from 37°C to less than 15°C, achieved 

by switching off the heating, took typically less than 40sec. Threshold temperature of the cold 

evoked response on intracellular calcium was determined on individual cells. 

 

4.5 Molecular Biology 

Immunofluorescence. Mice were anesthetized with pentobarbital (100 mg/kg,i.p.) and tissues 

were fixed through a transcardiac perfusion of 4% paraformaldehyde in PBS and postfixed 

overnight. After a 24-h incubation in 30% sucrose/PBS the tissue was cryostat sectioned at 20 

μm with the use of the cryotome Leica CM3050S (Leica, Wetzlar, Germany) and stored at −80°C 

until use. The following antibodies were purchased from commercial sources: mouse anti-pERK 

(Santa Cruz E-4; 1/1000), donkey anti-mouse Alexa Fluor 488 (Life Sciences; 1/1000). 

Transverse sections of mouse trigeminal ganglia were preincubated for 1 h in PBS containing 

0.4% Triton X-100 and 3% donkey serum and then immunostained overnight at 4°C in the 0.4% 
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Triton X-100 and 1% donkey serum buffer containing primary antibodies. After three washes, 

sections were incubated in a conjugated secondary donkey antibody for 2h at room temperature 

in the same buffer. Immunostained sections were mounted with PermaFluor (ThermoScientific), 

and images were viewed and analyzed with AxioVision software. 

Western Blot. Protein of Nuclear Caudalis was extracted in lysis buffer (0.5% PMSF and 

Iniprol/Aprotinine, 0.4% leupeptine, 1% Triton 10%) and separated on 10% SDS 

polyacrylamide gels, electrophoretically transferred onto polyvinylidene fluoride membranes, 

incubated with the blocking buffer (5% wt/vol nonfat milk in PBST) for 60 minutes and then 

incubated with HCN1 or HCN2 primary antibodies (1:200; Alomone Labs, Israël) at 4 °C 

overnight. The membranes were washed three times for 10 min in PBST before being incubated 

with anti-mouse secondary antibody (1:10,000) at reaction time (RT) for 60 min and visualized 

using the ECL Plus Kit (Pierce, Rockford, IL). The immunoreactive density was analyzed by 

Quantity One software (BioRad). 

qPCR. RNA extraction, reverse transcription and quantitative PCR were performed as previously 

reported (Moore-Morris et al., 2009) The expression levels of 11 genes encoding ion channels 

known to regulate cold perception in sensory neurons were selected. Data were analysed using 

the threshold cycle (Ct) relative quantification method. Results are expressed as the percentage 

relative to the geometric average of the expression levels of the two selected housekeeping 

genes. 

4.6 Statistical analysis 

All relevant were analyzed with GraphPad Prism 6. Treatments were randomized within each 

cage. Behavioural data were analysed using two-way ANOVA followed by a post hoc 

Bonferonni’s t-test. Western Blot data were analysed with one-way analysis of variance 

(ANOVA). Data were expressed as mean ± S.E.M., and the levels of significance were set at 

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Discussion & Perspectives 

 
 Les résultats obtenus dans cette étude supportent l'hypothèse que les mécanismes 

moléculaires expliquant l'apparition des symptômes liés à la neuropathie chimio-induite à 

l'oxaliplatine sont différents en fonction des territoires (céphaliques et extracéphaliques) 

concernés (Michot et al., 2014). Ces symptômes douloureux céphaliques sont par ailleurs 

largements décrits en clinique mais peu étudiés en pré-clinique. En effet, en comparaison avec 

les résultats obtenus au niveau périphérique (Descoeur et al., 2011), il a été constaté que les 

variations d'expression de certains canaux ioniques étaient différentes ne remettant cependant 

pas en cause leur implication dans la neuropathie. L’absence de variations d’expression des 

ARNm des canaux TRPM8 et TRPA1 dans les TGs après l’administration d’oxaliplatine n’est donc 

pas suffisante pour démontrer que ces deux canaux ne sont pas impliqués dans les symptômes 

douloureux induits par l’oxaliplatine ou qu’ils ne représentent pas des cibles d’intérêt pour le 

traitement de cette neuropathie. En effet, ce sel de platine pourrait favoriser la traduction des 

canaux TRPM8 et TRPA1 sans affecter leur taux de transcrit ou directement moduler leur 

ouverture. Afin d’étudier la contribution de ces deux canaux, nous avons utilisé des souris 

génétiquement invalidées pour le gène TRPM8, canal impliqué dans la détection du froid non 

nocif, et nous observons qu’elles ne développent pas d’hypersensibilité au froid après 

l’administration d’oxaliplatine mais présentent une hypersensibilité mécanique. De la même 

façon, l’utilisation d’un bloqueur du canal TRPA1, le HC030031 (100mg/kg), a permis de 

réverser uniquement l’hypersensibilité au froid que ce soit pour le test d’aversion à l’eau froide 

ou pour le test à l’acétone. Des doses plus élevées de cet antagoniste auraient pu être utilisées 

afin d’observer les effets sur l’hypersensibilité mécanique mais il serait nécessaire d’étudier les 

effets secondaires liés à l’utilisation d’une dose supérieure. A ce jour, la dose de 100 mg/kg est 

couramment utilisée et n’a pas montré d’action sur l’activité locomotrice des souris (de Moura et 

al., 2014). 

En comparaison aux variations d’expression observées dans les DRGs, seule la 

surexpression de HCN1 a été conservée dans les TGs à laquelle s’ajoute celle de HCN2 au niveau 

du TG qui n'était initialement pas observé au niveau du DRG. Les courants Ih générés par les 

canaux HCN participent au contrôle de l’excitabilité neuronale en modulant la fréquence des PA 

émis en réponse à un stimulus nociceptif. Dans le cas présent, la stratégie à adopter serait de 

bloquer par un antagoniste les canaux HCN situés dans les neurones des TGs sensibles au froid 

et qui génèrent le courant Ih (Orio et al., 2009). 
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 Afin de cibler ces deux canaux HCN1 et HCN2, nous avons choisi de les bloquer 

pharmacologiquement avec l'ivabradine (Procoralan®), un bloqueur non spécifique des canaux 

HCN couramment utilisé dans le traitement de l'angine de poitrine. Cette molécule doit être 

utilisée avec précautions du fait de ses effets cardiaques. Afin d'établir un parallèle avec l'étude 

précédente (Descoeur et al., 2011), la dose de 3mg/kg d’ivabradine a été utilisée. Avant 

l’induction de la neuropathie, le blocage des canaux HCN n’a pas affecté les seuils de sensibilité 

douloureuse au froid ou mécanique par rapport au groupe contrôle, suggérant que les HCN ne 

seraient pas impliqués dans la perception de ces modalités douloureuses en contexte 

physiologique. A l’acmée des troubles sensitifs induits par l’oxaliplatine, un traitement aigu 

d’ivabradine a permis spécifiquement la réversion des symptômes thermiques mais n’a pas eu 

d’effet sur les seuils de douleur mécanique, suggérant que l'implication de ces canaux est 

stimulus-dépendante. Or, plusieurs études, validées pharmacologiquement par l’utilisation 

d’ivabradine, ont montré l'implication des canaux HCN à la fois dans la composante thermique et 

dans la composante mécanique. Des données récentes suggèrent cependant une implication 

spécifique de l’isoforme HCN2 dans la sensibilité mécanique. En effet, dans le cas d'inflammation 

chronique, la surexpression du canal HCN2 a pu être observée et l'utilisation de souris invalidées 

pour cette isoforme a montré une sensibilité douloureuse diminuée lors de stimulations 

mécaniques contrairement aux stimulations thermiques (Schnorr et al., 2014). En revanche, 

concernant l'isoforme HCN1, l'utilisation de 2,6-DTBP, un antagoniste spécifique de ce canal, a 

permis de réverser les manifestations douloureuses suite à des stimulations thermiques mais 

aussi mécaniques dans un modèle de douleur neuropathique chez la souris (Tibbs et al., 2013). 

L'ivabradine étant un inhibiteur non spécifique des canaux HCN avec un IC50 similaire pour les 

deux isoformes HCN1 et HCN2, il est donc attendu que cette molécule ait un effet sur les 

douleurs provoquées par des stimulations thermiques mais aussi mécaniques. Un tel effet a été 

observé dans un modèle de douleur neuropathique chez le rat (Noh et al., 2014) et chez la souris 

(Young et al., 2014). En comparant ces études, nous pouvons observer que l'ivabradine est 

capable d'inhiber l'hypersensibilité thermique dans différents modèles de douleurs 

neuropathiques (Descoeur et al., 2011; Noh et al., 2014). En revanche, cela s'avère différent pour 

l'inhibition de l'hypersensibilité mécanique par l'ivabradine qui n'a pas été observée dans 

l'ensemble des modèles; l'hypothèse mise en avant étant les différences étiologiques concernant 

l'apparition de cette hypersensibilité mécanique. Une explication possible serait par exemple 

que l'hypersensibilité mécanique induite par l'oxaliplatine serait associée à des changements au 

niveau des canaux TRPA1 (Nassini et al., 2011). La différence observée par rapport à nos 

résultats pourrait également provenir de la dose utilisée. En effet, les rats ont reçu un traitement 

préventif à raison de deux gavages par jour à une dose de 6mg/kg alors que nous utilisions un 

traitement curatif, à raison d’une unique dose à 3mg/kg au 4e jour, acmée des symptômes de la 
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neuropathie. Afin d'observer si nous pouvions obtenir une réduction des douleurs suite à une 

stimulation mécanique dans notre modèle de neuropathie aigue chimio-induite à l'oxaliplatine, 

nous avons donc réalisé un traitement préventif, débutant la veille de l'induction de la 

neuropathie, avec une administration 2 fois par jour à la dose de 3mg/kg. Il a ainsi pu être 

observé une réduction des seuils de douleurs suite à une stimulation thermique (test à l'acétone) 

à partir du 2e jour ainsi qu'une réduction des seuils douloureux suite à une stimulation 

mécanique (test du pinceau) au 4e jour (Figure 17). 

: Effet préventif de l'ivabradine sur les symptômes douloureux au niveau de la sphère orofaciale. 

Le traitement à l'ivabradine (3mg/kg) a débuté la veille de l'induction de la neuropathie et a été poursuivi à raison de 2 

our (acme des symptômes de la neuropathie aigue). Les tests de douleur ont été réalisés au 

niveau de la sphère orofaciale pour évaluer l'impact de ce traitement : test à l'acétone (A-B) et test du pinceau

Une autre étude dans laquellel'ivabradine a été utilisée à de plus fortes doses (5mg/kg) a 

démontré un effet significatif de la drogue vis-à-vis des symptômes douloureux mécaniques 

périphériques dans un modèle de neuropathie chimio-induit à l'oxaliplatine (Young et al., 2014)

Aucun effet indésirable, sédatif ou cardiaque n'a d'ailleurs été montré pour l'utilisation de dose 

allant jusqu'à 10 mg/kg dans cette même étude. 

L'utilisation de molécule plus spécifique, tel que le 2,6DTBP, pourrait également 

permettre de discriminer l'impact de chacune des deux isoformes HCN concernant leur 

implication au niveau des différents territoires céphaliques et extracéphaliques 

au niveau des composantes thermiques et mécaniques. Afin de répondre à cette question, 

approche génétique avec l'utilisation d'animaux invalidés pour chacun des 2 canaux
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être envisagée. Au vue des résultats existants, l'isoforme HCN1 semble en effet à privilégier car il 

s'agit de la seule isoforme dont l'expression s'avère modulée au niveau des DRGs et des TGs. De 

plus, concernant les éventuels effets indésirables, HCN1 semble beaucoup moins impliqué dans 

les troubles cardiaques que l'isoforme HCN2, ce qui nous donne une raison supplémentaire de 

provilégier cette cible. 

 Il nous parait important de mieux comprendre l’implication des canaux HCN dans la 

physiopathologie de la douleur induite par l’oxaliplatine. Nos résultats, obtenus sur un modèle 

de neuropathie aigue, suggèrent que HCN1 pourrait donc représenter une cible d’intérêt à 

prioriser. Des protéines partenaires, notamment Trip8b pourraient également être des cibles 

intéressantes. D’un point de vue mécanistique, les canaux HCN sont connus pour être régulés par 

l’hyperpolarisation membranaire et l’AMPc mais également par des protéines partenaires 

comme Trip8b(1a-4), impliquée dans l’adressage membranaire des canaux HCN (Lewis et al., 

2009; Santoro et al., 2009; Zolles et al., 2009). Parmi les données que nous avons obtenu, nous 

avons montré une surexpression de cette protéine suite à l’injection d’oxaliplatine, pouvant 

suggérer un rôle de TRIP8b dans la neuropathie aigue chimio-induite à l’oxaliplatine. De plus, 

des données de la littérature montrent que HCN1 colocalise avec Trip8b dans les dendrites des 

neurones pyramidaux de l'hippocampe (Lewis et al., 2011; Piskorowski et al., 2011), il serait 

alors intéressant de vérifier si cette colocalisation est également retrouvée au niveau des DRGs 

et TGs. Trip8b semble également capable de se lier à HCN2 (DeBerg et al., 2015). A l’inverse, la 

protéine Nedd4-2 semble impliquée dans la diminution des courants Ih du canal HCN1 via un 

processus d’ubiquitination de ce canal (Wilkars et al., 2014) et pourrait représenter une cible 

dans la régulation de ces canaux HCN. 

En perspective de ce travail, nous souhaiterions comprendre les mécanismes sous-

jacents pouvant expliquer l’implication de ces canaux HCN dans le développement de 

l’hypersensibilité douloureuse à l’oxaliplatine. Des données de la littérature et des données 

préliminaires pourraient nous orienter vers une régulation des canaux HCN1 notamment par 

une protéine partenaire, Trip8b (Santoro, 2004). En effet, cette proteine responsable de 

l’adressage membranaire de ces canaux est surexprimée lors d’une administration d’oxaliplatine 

mais il faudrait établir si cette surexpression est en lien avec l’implication des canaux HCN dans 

la neuropathie aigue. Afin de vérifier cette piste, il serait intéressant de vérifier si les isoformes 

HCN1 et HCN2 colocalisent avec cette protéine Trip8b et de bloquer (par l’utilisation de knock-

down par exemple, les outils pharmacologiques n’existant pas pour bloquer cette protéine), de 

façon localisée, cette protéine pour observer son impact au niveau du développement de 

l'hypersensibilité douloureuse induite par l'oxaliplatine. Nous pouvons aussi nous questionner 

sur les causes de la surexpression de ces canaux induite par le traitement à l’oxaliplatine. De 
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nombreux phénomènes sont sous-tendus pour expliquer des modifications dans l'expression et 

la régulation de canaux ioniques notamment comme des régulations épigénétiques. 

Un dernier point pourrait être abordé, à savoir l'implication de ces canaux HCN dans un 

contexte de neuropathie chronique et dans un modèle de cancer colorectal. En effet, l'ivabradine 

peut permettre de réverser une partie des symptômes douloureux liés à la neuropathie mais il 

est important de savoir si cette molécule maintient ses effets lorsque les injections d'oxaliplatine 

sont répétées mais également si cette molécule n'altère pas l'action de la chimiothérapie. 
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Chapitre II-2 : Implication du canal TREK-1 dans 

la neuropathie chronique chimio-induite à 

l’oxaliplatine 

 

 

La physiopathologie évoquée pour expliquer les neuropathies se résume généralement à 

des mécanismes morphologiques avec la perte axonale et la démyélinisation fondés sur des 

observations histologiques mais également par l’existence d’anomalies fonctionnelles de la 

conduction nerveuse impliquant notamment des canalopathies. Une dysfonction canalaire 

pourra donc être à l’origine d'activités électriques axonales ectopiques ou aberrantes 

engendrant soit une augmentation de l'excitabilité nerveuse à l’origine de symptômes « positifs » 

sensitifs (paresthésie, dysesthésie) ou moteurs, soit une diminution de l'excitabilité nerveuse 

avec l’apparition de symptômes « négatifs », déficitaires sensitifs (hypoesthésie) ou moteurs 

(paralysie). 

En effet, de nombreux canaux ont déjà montré leur implication dans la neuropathie aigue 

et certains, au vue de leurs propriétés connues qui seront décrites ci-dessous, laissent à penser 

qu’ils pourraient être de bons candidats pour le développement de nouveaux antalgiques pour le 

traitement de cette neuropathie. 

 

4) Canal TREK-1 

 

a) Classification et structure 

Parmi l’ensemble des canaux ioniques, les canaux sélectifs de l’ion potassium (K+) 

constituent la famille la plus vaste et la plus diversifiée. Une caractéristique essentielle des 

canaux potassiques est qu'ils sont mille fois plus sélectifs pour l’ion K+ que pour l’ion Na+ alors 

que ce dernier a une taille inférieure. Cette sélectivité est indispensable pour l’ensemble des 

différents processus physiologiques que sont l’excitabilité électrique neuronale, musculaire ou 

cardiaque, les sécrétions d’hormones ou de neurotransmetteurs ainsi que la prolifération, la 

différenciation ou la régulation du volume cellulaire. Aujourd’hui, il est universellement admis 
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que la boucle P, une séquence de 20 acides aminés présente dans la séquence de tous les canaux 

potassiques, est responsable de cette sélectivité. Les canaux potassiques sont des tétramères de 

sous-unités à deux (canaux à rectification entrante, KIR) ou six/sept segments 

transmembranaires (canaux dépendants du potentiel, KV, ou du calcium, KCa) possédant un seul 

domaine P, ou des dimères de sous-unités contenant quatre segments transmembranaires et 

deux domaines P différents en tandem (canaux de fond, K2P).  

La sous-famille des canaux potassiques à deux domaines P (K2P) est la plus récemment 

découverte. Le premier cloné a été appelé “Tandem of P domains in a Weak Inward rectifying K+ 

channel” [TWIK1] (Lesage et al., 1996) et comprend 15 membres subdivisés en six classes 

fonctionnelles et structurelles parmi laquelle la classe composée des canaux TREK-1 et TREK-2 

(TWIK1-related K+ channels), et du canal TRAAK (TWIK1-related arachidonic acid sensitive K+ 

channel) (Figure 18) (Enyedi and Czirjak, 2010; Feliciangeli et al., 2014). La famille des canaux à 

deux boucles P, ou K2P semble avoir une importance capitale puisqu’il a été montré par la suite 

qu’elle est conservée dans de nombreuses espèces très éloignées telles que le nématode (Kunkel 

et al., 2000), la levure (Lesage et al., 1996), la drosophile (Goldstein et al., 1996), ainsi que chez 

la plante Arabidopsis Thaliana (Czempinski et al., 1997). 

 

 

Figure 18 : Structure et classification des canaux K2P (adapté de Honoré, 2007). 
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Les canaux de la sous-famille TREK/TRAAK sont responsables des courants de fuite et 

jouent un rôle majeur dans le contrôle de l’excitabilité cellulaire grâce à leur rôle dans 

l’établissement et le maintien du potentiel de repos. Lors d’une dépolarisation, la rectification 

entrante permet de limiter l’efflux de potassium qui pourrait gêner le déclenchement des PA.  Le 

courant généré est dit à rectification sortante et reste en place même lorsque la concentration en 

potassium est équimolaire entre la cellule et le milieu.  

TREK1 (KCNK2/K2P2.1) est le premier membre de la sous-famille TREK/TRAAK (TWIK 

Related Arachidonic Acid activated K+ channel) à avoir été identifié (Fink et al., 1996). Le canal 

TREK1 a une taille de 426 acides aminés pour la protéine humaine et 411 pour la protéine de 

souris (Fink et al., 1996). Il est codé par le gène KCNK2 localisé sur le chromosome 1 au niveau 

de l’extrémité terminale du bras long (locus 1q41). Cette sous-unité présente deux sites 

potentiels de N-glycosylation au niveau de la boucle M1P1. Elle possède également 4 sites 

potentiels de phosphorylation pour la protéine kinase C (PKC), deux pour la protéine kinase A 

(PKA) et deux pour la caséine kinase II. La plupart de ces sites sont situés sur l’extrémité 

C-terminale. TREK1 est régulé négativement par la PKA et la PKC. L’inhibition du canal par ces 

deux kinases fait intervenir la phosphorylation de deux sérines en position 333 et 300 (Cain et 

al., 2008). 

L’expression de ce canal est ubiquitaire avec une forte expression dans le système 

nerveux central (Fink et al., 1996). Cependant sa distribution n’est pas homogène et certaines 

régions sont plus riches en TREK1 que d’autres. C’est le cas par exemple des interneurones 

GABA du noyau caudé et du putamen (Hervieu et al., 2001). L’ARNm TREK1 est également 

retrouvé en grande quantité dans le cortex préfrontal, l’hippocampe, l’hypothalamus, le bulbe 

olfactif, les neurones sensoriels des ganglions de la racine dorsale (DRG) où il colocalise avec le 

canal TRPV1 ou encore les neurones sérotoninergiques du raphé (Medhurst et al., 2001). TREK1 

a aussi été détecté dans le tractus intestinal, en particulier dans l’estomac et l’intestin grêle 

(Talley et al., 2001). 

 

b) Mécanismes de régulation 

Les mécanismes de régulation du canal TREK-1 sont relativement bien connus. En 

dehors des substances pharmacologiques dont nous parlerons dans la partie suivante, le canal 

TREK-1 est régulé par de nombreux stimuli thermiques, mécaniques, chimiques, liés au pH, par 

les lipides membranaires, par des neurotransmetteurs via les récepteurs couplés aux protéines 
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G ou encore régulé par d’autres protéines associées capables de modifier

l’activité du canal (Figure 19) (Noel et al., 2011).  

Figure 19 : Mécanismes de régulation du canal TREK-1 

1, dont l'activité basale est faible, est modulé par des stimuli physiques et chimiques, par les lipides 

ent les acides gras polyinsaturés, par divers agents pharmacologiques, par des neurotransmetteurs via 

aux protéines G et par des protéines associées. 

Concernant les régulations physiques et chimiques, le canal TREK-1 s’avère sensible à la 

température, aux contraintes mécaniques et aux variations de pH (Chemin et al., 2005; Maingret, 

, 2000; Patel et al., 1998). Des études électrophysiologiques ont 

démontré que l’activation de TREK-1 avait lieu lors d’une augmentation progressive de la 

température, mécanisme impliquant la partie C-terminale de la protéine puisque cet effet est 

lorsque le canal est délété pour cette partie. Cette sensibilité à la température n’est 

cependant pas retrouvée lorsque cette partie est transférée sur le canal TASK

cette région est nécessaire mais insuffisante pour expliquer cette 

. L’activation de TREK-1 est aussi retrouvée lors d’étirements de la 

membrane, suggérant sa mécanosensibilité. Ce phénomène a été démontré 

d’acides gras polyinsaturés (acide arachidonique, lysophospholipides) dans la couche de 

qui provoquent la déformation de la membrane, mimant l’étirement 
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membranaire. L’acidose intracellulaire (ou alcalose extracellulaire) favorise également 

l’ouverture du canal TREK-1. 

Les neurotransmetteurs 

notamment la sérotonine, et le glutamate, dont les récepteurs sont couplés aux protéines G 

(RCPG). Les récepteurs couplés aux protéines Gs et Gq régulent négativement le canal alors que 

l’ouverture de TREK-1 est positivement régulée par les récepteurs c

protéines Gs et Gi activent et inhibent respectivement l’adénylate cyclase, capable de produire 

de l’AMPc à partir d’ATP, qui sera à son tour à l’origine de l’activation de la PKA. La protéine Gq 

sera quand à elle, capable d’activer la phospholipase C (PLC), permettant ainsi la production de 

diacyglycérol (DAG) et PIP3, effecteurs capable d’activer la PKC

est inactif à l’état phosphorylé. 

l’inactivation du canal TREK-1 

partie Cter du canal (Cain et al., 2008)

 

Figure 20 : Régulation du canal TREK

Les RCPG peuvent être couplés à différents types de protéines G, qui possèdent chacune leur propre rôle notamment 

l’activation ou l’inhibition des protéines kinases A et phospholipase C, qui sont à leur tour responsable

phosphorylation des canaux ioniques au niveau de sites spécifiques, rendant le canal TREK

 

Des approches protéomiques ont permi

des canaux TREK, appelée AKAP

des complexes protéiques impliqués dans la transduction du  signal (PKA/PKC). Son intéraction 

permet au canal de passer d’un état de faible activité à un état de forte activité de base, appelé 

courant de fuite (Sandoz et al., 2006)

: Canaux ioniques & les neuropathies chimio-induites à l’oxaliplatine
Chapitre II-2 : Implication du canal TREK

125 

membranaire. L’acidose intracellulaire (ou alcalose extracellulaire) favorise également 

Les neurotransmetteurs peuvent également réguler l'activité 

notamment la sérotonine, et le glutamate, dont les récepteurs sont couplés aux protéines G 

(RCPG). Les récepteurs couplés aux protéines Gs et Gq régulent négativement le canal alors que 

1 est positivement régulée par les récepteurs couplés aux protéines Gi. Les 

protéines Gs et Gi activent et inhibent respectivement l’adénylate cyclase, capable de produire 

de l’AMPc à partir d’ATP, qui sera à son tour à l’origine de l’activation de la PKA. La protéine Gq 

tiver la phospholipase C (PLC), permettant ainsi la production de 

diacyglycérol (DAG) et PIP3, effecteurs capable d’activer la PKC (Figure 20

est inactif à l’état phosphorylé. Les protéines kinases PKA ou PKC sont 

 et le site principal de phosphorylation est la Ser

(Cain et al., 2008). 

: Régulation du canal TREK-1 par les RCPG couplés aux protéines G
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l’activation ou l’inhibition des protéines kinases A et phospholipase C, qui sont à leur tour responsable

phosphorylation des canaux ioniques au niveau de sites spécifiques, rendant le canal TREK-1 inactif.

Des approches protéomiques ont permis d’identifier des protéines associées régulatrices 

des canaux TREK, appelée AKAP-150 et MTAP2. L’AKAP-150 est une protéine capable de former 

des complexes protéiques impliqués dans la transduction du  signal (PKA/PKC). Son intéraction 

asser d’un état de faible activité à un état de forte activité de base, appelé 

(Sandoz et al., 2006). Il n’est alors plus sensible aux autres régulations telles que 
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l’activation par les acides gras polyinsaturés ou par l’acidification intracellulaire, la sensibilité à 

l’étirement membranaire, ou encore les régulations par les neurotransmetteurs via le RCPG 

couplés à Gq qui reste seulement régulable par les RCPG de type Gs. De plus, l’association de 

TREK-1 avec l’AKAP lui permet d’être inclus dans les domaines protéiques post

les RCPG et TREK sont colocalisés simultanément permettant aux RCPG de type Gs une 

phosphorylation du canal plus rapide par la PKA. MTAP2 est une protéine somato

qui est impliquée notamment dans la mise en place des microtubules, capable d’intéragi

TREK-1 (Sandoz et al., 2008). MTAP2, à l’inverse de l’AKAP, n’active pas directement le canal 

TREK-1 mais va augmenter son a

ses régulations par les stimuli physiques et les neurotransmetteurs via les récepteurs couplés 

aux protéines Gs et Gq. Les intéractions existantes du canal TREK

donc être à l’origine de conséquences fonctionnelles importantes en modifiant l’activité de ces 

canaux TREK. 

 

c) Rôles physiologiques de TREK

Les canaux TREK-1 sont à l’origine de courants dits de fond dont le rôle principal 

mise en place et le maintien du potentiel de repos des cellules. Ils participent ainsi au contrôle de 

l’excitabilité cellulaire neuronale et aux mécanismes impliqués dans l’épilepsie

neuroprotection ou encore la dépression.

important dans la douleur. Ces différents rôles ont pour la plupart été mis en évidence par 

l’utilisation des souris invalidé

(Figure 21) ou d’outils pharmacologiques tel que le 

spadine.  

Figure 21 : Structure du gène TREK

Le vecteur comprend une cassette néomycine (neo) juxtaposée à l’exon 3 du gène codant TREK1 et encadrée p

LoxP permettant l’exicsion du fragment par la recombinase Cre. Les flèches notées P1 à P3 représentent la position des 

amorces utilisées pour déterminer le génotype des animaux 
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l’activation par les acides gras polyinsaturés ou par l’acidification intracellulaire, la sensibilité à 

ou encore les régulations par les neurotransmetteurs via le RCPG 

couplés à Gq qui reste seulement régulable par les RCPG de type Gs. De plus, l’association de 

1 avec l’AKAP lui permet d’être inclus dans les domaines protéiques post

RCPG et TREK sont colocalisés simultanément permettant aux RCPG de type Gs une 

phosphorylation du canal plus rapide par la PKA. MTAP2 est une protéine somato

qui est impliquée notamment dans la mise en place des microtubules, capable d’intéragi

. MTAP2, à l’inverse de l’AKAP, n’active pas directement le canal 

r son adressage à la membrane. Cette protéine ne semble pas affecter 

ses régulations par les stimuli physiques et les neurotransmetteurs via les récepteurs couplés 

Les intéractions existantes du canal TREK-1 avec ces protéines peuve

être à l’origine de conséquences fonctionnelles importantes en modifiant l’activité de ces 

Rôles physiologiques de TREK-1 

1 sont à l’origine de courants dits de fond dont le rôle principal 

maintien du potentiel de repos des cellules. Ils participent ainsi au contrôle de 

l’excitabilité cellulaire neuronale et aux mécanismes impliqués dans l’épilepsie

neuroprotection ou encore la dépression. De nombreuses études lui confèrent

Ces différents rôles ont pour la plupart été mis en évidence par 

des souris invalidées pour le gène du canal TREK-1 (KO TREK

d’outils pharmacologiques tel que le bloqueur spécifique du canal

Structure du gène TREK-1 chez la souris et construction du KO correspondant

Le vecteur comprend une cassette néomycine (neo) juxtaposée à l’exon 3 du gène codant TREK1 et encadrée p

exicsion du fragment par la recombinase Cre. Les flèches notées P1 à P3 représentent la position des 

ces utilisées pour déterminer le génotype des animaux (Heurteaux et al., 2004). 
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Le vecteur comprend une cassette néomycine (neo) juxtaposée à l’exon 3 du gène codant TREK1 et encadrée par des sites 

exicsion du fragment par la recombinase Cre. Les flèches notées P1 à P3 représentent la position des 
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i) Neuroprotection 

L’action neuroprotectrice du canal TREK-1 a été démontrée pour la première fois dans le 

cadre d’étude sur l’ischémie cérébrale et sur l’épilepsie (Blondeau et al., 2002a, 2002b; 

Heurteaux et al., 2004; Lauritzen et al., 2000). La propriété neuroprotective attribuée au canal 

TREK-1 permettrait donc de prévenir les mécanismes neurotoxiques caractéristiques de ces 

pathologies neurologiques dont font partie l’épilepsie et l’ischémie cérébrale. Ceci a été confirmé 

par l’utilisation de souris invalidées pour le canal TREK-1 dont le risque de développer ces 

pathologies est fortement augmenté par rapport aux souris sauvages (Mirkovic et al., 2012). 

Notamment, il a été observé que le déclenchement de crises d’épilepsie par le kaïnate, activateur 

des récepteurs au glutamate, engendrent un taux de mortalité très élevé chez les souris KO 

TREK-1 comparé aux souris sauvages, ce qui suggère une activité neuroprotectrice du canal dans 

cette pathologie (Heurteaux et al., 2004). De plus, l’injection intracerebroventriculaire et 

intraveineuse d’acide gras polyinsaturés possède une action neuroprotectrice vis-à-vis de ces 

crises d’épilepsie (Lauritzen et al., 2000) D’un point de vue mécanistique, le relargage d’acide 

arachidonique observé durant une ischémie associée à une acidification du pH et une 

augmentation du volume des neurones contribueraient à l’ouverture du canal TREK-1, 

engendrant alors une hyperpolarisation des neurones pré- et post-synaptiques capable de 

protéger les neurones de l’excitotoxicité au glutamate (Franks and Honoré, 2004). 

Concernant l’ischémie, la littérature montre que le canal TREK-1 joue également un rôle 

très important dans cette pathologie.  Parmi les études les plus récentes, il a été montré que 

l’activation du canal TREK-1 par le sevoflurane ou encore l’isoflurane réduit le risque d’ischémie 

chez le rat (Tong et al., 2014; Yin et al., 2012). Lors d’induction d’ischémies cérébrales bilatérales 

ou d’ischémies de la moelle épinière, les souris TREK-1 -/- présentent un taux de mortalité 

largement supérieur. Là encore, les acides gras polyinsaturés diminuent l’ischémie (Blondeau et 

al., 2002a, 2002b; Lauritzen et al., 2000). Ce mécanisme pourrait être expliqué par le rôle 

fondamental joué par des astrocytes dans la pathogénèse de la mort neuronale ischémique. En 

effet, le bon fonctionnement de ces astrocytes est dépendant de la présence des canaux K+ dans 

les membranes cellulaires, dont le canal TREK-1 fait parti, et du potentiel de membrane 

hyperpolarisé. Après ischémie, le canal TREK-1 est surexprimé et son inhibition provoque une 

augmentation des sécrétions inflammatoires astrocytaires conduisant à une apoptose neuronale 

plus importante, suggérant l’implication du canal TREK-1 dans la fonction des astrocytes et la 

survie neuronale (Wu et al., 2013). 
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De plus, il a été répertorié que ce canal pouvait être activé par plusieurs molécules 

connues pour leur propriété neuroprotectrice comme le riluzole ou le xénon (Duprat et al., 2000; 

Gruss et al., 2004). 

 

ii) Anesthésie 

Il est connu que le canal TREK-1 est activé par les anesthésiques volatiles à des doses 

similaires à celles utilisées en clinique (Patel et al., 1999). L’utilisation de souris invalidées pour 

le gène du canal TREK-1 (KO TREK-1 ou TREK-1-/-) a permis d’observer une diminution de la 

sensibilité aux anesthésiques par rapport aux souris sauvages, notamment au chloroforme, 

halothane, sevoflurane, desflurane mais aussi l’isofluorane. Cette sensibilité aux anesthésiques, 

notamment les dérivés halogénés, peut également varier en fonction de l’âge des animaux 

utilisés, les adultes ayant une concentration alvéolaire minimale beaucoup plus faible que les 

juvéniles. Cette modification de la sensibilité peut également dépendre de l’expression du canal 

au niveau du SNC (Steinberg et al., 2015). Les doses d’anesthésiques administrées à ces souris 

doivent donc être adaptées. D’un point de vue mécanistique, il est connu que l’acide aminé 

Glu306 possède un rôle dans la modulation de TREK-1 par l’acide arachidonique, l’étirement de 

la membrane et le pH interne. Il semblerait que cet acide aminé soit également essentiel pour les 

effets d’activation du canal par les gazs anesthésiants (Gruss et al., 2004). En effet, une mutation 

ponctuelle au niveau de cet acide aminé dans la séquence de la partie C-terminale du canal 

TREK-1 permet d’observer une importante diminution du pourcentage d’activation de celui-ci.  

 

iii) Dépression 

Le canal TREK-1 est connnu pour être impliqué dans les mécanismes 

physiopathologiques de la dépression. TREK-1 est fortement exprimé dans plusieurs structures 

impliquées dans les aspects émotionnels et cognitifs de la dépression, notamment le cortex 

préfrontal, l’hippocampe, l’amygdale et le gyrus cingulaire (Fink et al., 1996; Hervieu et al., 2001; 

Medhurst et al., 2001; Talley et al., 2001). Il a été démontré que les souris TREK-1 -/- 

présentaient une résistance à la dépression s’expliquant par une augmentation de la 

transmission sérotoninergique (Heurteaux et al., 2006). D’un point de vue moléculaire, la 

sérotonine est considérée comme le neurotransmetteur clé impliqué dans les phénomènes de 

dépression. L’utilisation d’antidépresseurs inhibiteurs spécifiques de la recapture de la 

sérotonine (SSRI) comme la fluoxétine ou la paroxétine, largement utilisés en clinique, n’a 

montré aucun effet anti-dépresseur chez les souris TREK-1 -/-. C'est pour cette raison que les 
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souris invalidées pour ce canal sont dites "anti-déprimées", expliquant ainsi le fait que les 

antidépresseurs n'ont pas d'effet chez ces animaux. De plus, l’escitalopram (Lexapro®), 

médicament appartenant à la classe des SSRI, diminue les symptômes dépressifs dans un modèle 

de dépression post-AVC chez le rat. Cet effet est lié à la capacité de cette molécule à réduire le 

courant TREK-1, confirmant le rôle important de ce canal dans l’effet thérapeutique des SSRI 

(Lin et al., 2015). L’utilisation de spadine, bloqueur spécifique du canal, a permis de confirmer le 

phénotype  anti-dépresseur précédemment observé chez les animaux chez lesquels le canal 

TREK-1 est absent. Par ailleurs, la spadine n’entraîne pas d’effets indésirables qui pourraient 

être attendus compte tenu des données existantes sur l’implication et ou la localisation de TREK-

1 au niveau cardiaque ou au niveau du système nerveux périphérique sensoriel (Moha Ou Maati 

et al., 2012).    

L’implication du canal TREK-1 dans la dépression a également été mise en évidence dans 

plusieurs études cliniques dont une étude multicentrique, STAR*D, qui a montré une corrélation 

entre la résistance à différents antidépresseurs et quatre SNP (Single Nucleotide 

Polymorphisms) localisés au niveau du locus TREK-1 (Rush et al., 2004). Il a également pu être 

observé dans une seconde étude que certains polymorphismes du gène KCNK2 (codant pour le 

canal TREK-1) pouvaient altérer l’efficacité de traitements anti-dépresseurs (Liou et al., 2009). 

 

iv) Douleur 

Le canal TREK-1 est présent dans le système nerveux périphérique, au niveau des DRGs. 

Il est notamment exprimé au niveau des neurones de faible et moyen diamètre connus pour 

véhiculer le message nociceptif. Sa colocalisation avec le canal TRPV1, connu pour son rôle dans 

la sensibilité thermique au chaud et localisé exclusivement dans les fibres C, confirme la 

présence de TREK-1 dans les fibres nociceptives. TREK1, bien que moins sensible que TRPV1 

aux variations thermiques, module l’excitabilité des nocicepteurs probablement en s’opposant à 

la dépolarisation des TRP et pourrait ainsi participer à la perception de petites variations 

thermiques (Maingret et al., 2000; Talley et al., 2001). De façon plus précise, le canal TREK-1 est 

présent à la fois dans les fibres peptidergiques synthétisant des peptides impliqués  dans la 

transmission spinale des messages nociceptifs (comme la substance P et le CGRP) et qui sont 

sensibles au récepteur au NGF et dans les fibres non peptidergiques, exprimant l’isolectine B4 

(Alloui et al., 2006). 

Des expériences sur des fibres C polymodales isolées mettent en évidence que les 

neurones de ganglion spinal des souris TREK1-/- ont une sensibilité augmentée pour des 
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stimulations thermiques entre 30° et 45°C.

avec les données électrophysiologiq

L’utilisation de ces souris a permis de montrer son rôle dans la détection du chaud nocif avec 

une gamme de température allant de 4

mécaniques avec le test de Von Frey

stimulation mécanique n’est pas ressentie comme douloureuse chez une souris sauvage à la 

différence de la souris KO.  Aucune différence entre les sou

n’a été cependant observée pour la sensibilité au froid

acidification du milieu extérieur et l’acide lysophosphatidique, tous deux connus pour

augmentés lors d’une blessure, d’

Figure 22 : Implication du canal TREK

Test de sensibilité thermique au froid (A), au chaud (B). Sensibilité mécanique avec le

des nocicepteurs à l’hyperosmolarité induite par
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s thermiques entre 30° et 45°C. In vivo, les souris TREK1-/- présentent

avec les données électrophysiologiques, des modifications de la perception de la douleur.

de ces souris a permis de montrer son rôle dans la détection du chaud nocif avec 

une gamme de température allant de 46 à 50°C, mais également la détection de stimuli 

st de Von Frey (Figure 22) (Alloui et al. 2006). En effet, une même 

stimulation mécanique n’est pas ressentie comme douloureuse chez une souris sauvage à la 

Aucune différence entre les souris sauvages et les souris TREK1

n’a été cependant observée pour la sensibilité au froid. TREK1 semble également inhibé par une 

extérieur et l’acide lysophosphatidique, tous deux connus pour

blessure, d’une inflammation ou d’un cancer (Cohen et al., 2009)

: Implication du canal TREK-1 dans la perception polymodale de la douleur.

Test de sensibilité thermique au froid (A), au chaud (B). Sensibilité mécanique avec le test de Von Frey (C) Sensibilisation 

des nocicepteurs à l’hyperosmolarité induite par la PGE2 (D). Résultats adaptés de Alloui et al., 2006 et Noël 

induites à l’oxaliplatine 
: Implication du canal TREK-1 

présentent, en cohérence 

des modifications de la perception de la douleur. 

de ces souris a permis de montrer son rôle dans la détection du chaud nocif avec 

6 à 50°C, mais également la détection de stimuli 

En effet, une même 

stimulation mécanique n’est pas ressentie comme douloureuse chez une souris sauvage à la 

ris sauvages et les souris TREK1-/- 

également inhibé par une 

extérieur et l’acide lysophosphatidique, tous deux connus pour être 

(Cohen et al., 2009). 

 
1 dans la perception polymodale de la douleur. 

test de Von Frey (C) Sensibilisation 

., 2006 et Noël et al., 2009. 
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 Le canal TREK-1 pourrait avoir un rôle en contexte physiopathologique. En effet, TREK

participe à l’hypersensibilité inflammatoire puisque les souris TREK

phénomène de résistance à la sensibilisation par la PGE2 des nocicepteurs à l’hyperosmolarité.  

(Alloui et al., 2006; Noel et al., 2009)

En contexte neuropathique, TREK

douloureuse induite par la ligature du nerf sciatique 

modèle de neuropathie chimio

d’expression du canal TREK1, et des canaux TREK2 et TRAAK, a été observée au niveau des 

DRGs (Descoeur et al., 2011; Pereira et al., 2014)

TRAAK, qui ont des seuils de tolérance au froid de base plus él

démontrent pas de sensibilité douloureuse, ther

l’oxaliplatine comme le montrent les souris sauvages

la chimiothérapie dans l’apparition des symptômes douloureux chez ces animaux permet donc 

de conclure que la sous expression des gènes codant pour TREK1 et  TRAAK est un élément 

important pouvant expliquer la survenue de la neuropathie douloureuse induite par

l’oxaliplatine, tout au moins à court terme (4 jours après l’injection de la molécule)

 

Figure 23 : Effet de l’oxaliplatine chez les animaux KO TREK
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1 pourrait avoir un rôle en contexte physiopathologique. En effet, TREK

participe à l’hypersensibilité inflammatoire puisque les souris TREK-1 

énomène de résistance à la sensibilisation par la PGE2 des nocicepteurs à l’hyperosmolarité.  

(Alloui et al., 2006; Noel et al., 2009).  

contexte neuropathique, TREK-1 serait également impliqué dans l’hypersensibilité 

douloureuse induite par la ligature du nerf sciatique (Alloui et al., 2006) mais également dans un 

modèle de neuropathie chimio-induite à l’oxaliplatine pour laquelle une diminution du taux 

d’expression du canal TREK1, et des canaux TREK2 et TRAAK, a été observée au niveau des 

; Pereira et al., 2014). In vivo, les animaux invalidés pour TREK1 et 

TRAAK, qui ont des seuils de tolérance au froid de base plus élévés que les animaux sauvages, 

démontrent pas de sensibilité douloureuse, thermique et mécanique, exacerbée sous l’effet de 

l’oxaliplatine comme le montrent les souris sauvages (Figure 23). Cette perte d’action totale de 

chimiothérapie dans l’apparition des symptômes douloureux chez ces animaux permet donc 

de conclure que la sous expression des gènes codant pour TREK1 et  TRAAK est un élément 

important pouvant expliquer la survenue de la neuropathie douloureuse induite par

, tout au moins à court terme (4 jours après l’injection de la molécule)

 

: Effet de l’oxaliplatine chez les animaux KO TREK-1/TRAAK (Descoeur et al., 2011

induites à l’oxaliplatine 
: Implication du canal TREK-1 

1 pourrait avoir un rôle en contexte physiopathologique. En effet, TREK-1 

1 -/- présentent un 

énomène de résistance à la sensibilisation par la PGE2 des nocicepteurs à l’hyperosmolarité.  

1 serait également impliqué dans l’hypersensibilité 

mais également dans un 

induite à l’oxaliplatine pour laquelle une diminution du taux 

d’expression du canal TREK1, et des canaux TREK2 et TRAAK, a été observée au niveau des 

, les animaux invalidés pour TREK1 et 

évés que les animaux sauvages, ne 

mique et mécanique, exacerbée sous l’effet de 

. Cette perte d’action totale de 

chimiothérapie dans l’apparition des symptômes douloureux chez ces animaux permet donc 

de conclure que la sous expression des gènes codant pour TREK1 et  TRAAK est un élément 

important pouvant expliquer la survenue de la neuropathie douloureuse induite par 

, tout au moins à court terme (4 jours après l’injection de la molécule). 

(Descoeur et al., 2011) 
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L’ensemble de ces observations suggère donc que le canal TREK-1 est capable de 

moduler l’excitabilité des nocicepteurs. Cette implication semble vérifiée dans différents 

contextes physiopathologiques, ce qui conforte le canal TREK-1 comme étant une cible 

thérapeutique pour le traitement de la douleur. 

 

d) Pharmacologie 

La pharmacologie du canal TREK-1 est relativement bien documentée mais la plupart des 

molécules activatrices (voire inhibitrices) connues ne sont pas spécifiques de ce canal (Mathie 

and Veale, 2015). Certaines molécules montrent en effet une action sur d’autres canaux ioniques 

ou d’autres protéines, pouvant expliquer l’apparition d’effets indésirables. Comme nous l’avons 

vu précédemment, TREK-1 est inhibé par le baryum, la fluoxetine (antidépresseur inhibiteur 

spécifique de la recapture de sérotonine) (Sandoz et al., 2011) et la lidocaïne (anesthésique) 

(Nayak et al., 2009).  

A l’inverse, TREK1 est activé par une classe importante d’agents pharmacologiques, les 

anesthésiques volatils généraux : chloroforme, éther, halothane et isoflurane (Heurteaux et al., 

2004; Patel et al., 1999). Les anesthésiques gazeux, comme l’oxyde d’azote, le xénon ou le 

cyclopropane activent également TREK1 à des doses utilisées en clinique. Egalement, la classe 

des fénamates (tels que l’acide flufénamique, et le diclofénac) qui sont des anti-inflammatoires 

non stéroïdiens (AINS) déjà utilisés en clinique dans le traitement de la douleur, se sont 

également révélés capable d’augmenter l’activité du canal  TREK1 (Takahira et al., 2005; Veale et 

al., 2014).  Au laboratoire, et en collaboration avec Jacques Noel (IPMC, Nice), il a été démontré 

un couplage fonctionnel entre le récepteur opioïdergique µ et le canal TREK-1. De plus le canal 

TREK-1 s’est révélé être un contributeur essentiel de l'analgésie induite par la morphine chez 

des souris, alors qu'il ne participe pas aux trois principaux effets indésirables induits par cette 

molécule que sont la constipation, la dépression respiratoire et la dépendance (Devilliers et al., 

2013). Plus récemment plusieurs groupes, dont le nôtre, ont lancé des programmes de recherche 

de modulateurs des canaux TREK et TRAAK. Ces travaux ont donné lieu à la découverte par 

l’équipe de Dan Minor  d’un analogue de dihydroacridine, le ML67-33, , et de ses dérivés qui 

activent et possèdent une bonne sélectivité pour la sous-famille des canaux TREK (Bagriantsev 

et al., 2013). Ces composés n’ont toutefois pas fait l’objet de test d’activité antalgique à notre 

connaissance. Au laboratoire, en collaboration avec Florian Lesage (IPMC, Nice Sophia-Antiolis) 

et Sylvie Ducki (ENSCCF, Clermont-Ferrand), nous avons entrepris un programme de recherche 

de modulateurs positifs du canal TREK-1. Nous avons rapporté la synthèse d’une série d’esters 

de l’acide caféique à partir du composé lead CDC. Ces analogues ont été testés in vitro pour leur 



Chapitre II : Canaux ioniques & les neuropathies chimio-induites à l’oxaliplatine 
Chapitre II-2 : Implication du canal TREK-1 

 

133 
 

capacité à moduler l’activité du canal et in vivo pour leur potentiel antinociceptif (Rodrigues et 

al., 2014).  

Durant ces travaux de thèse, nous avons recherché à moduler l’activitié du canal TREK-1 

in vivo afin de valider ce canal comme cible pour le traitement de la douleur. Nous avons utilisé 

la spadine, un peptide inhibiteur du canal, ainsi qu’une molécule connue pour activer le canal, le 

riluzole,  qui seront  présentés plus en détails ci-dessous. 

 

i) Spadine 

 La spadine a été identifiée comme le premier composé inhibiteur spécifique des courants 

TREK1 (Mazella et al., 2010). La spadine est issue du clivage du pro-récepteur à la neurotensine 

3 (NTSR3), appelée aussi sortiline. Ce peptide synthétique est constitué de 17 acides aminés 

dont la séquence est contenue dans le propeptide de 44 acides aminés issu de la maturation de 

la sortiline. La spadine possède 7 acides-aminés responsables du site de fixation du peptide 

(Mazella et al., 2010) et peut se fixer à la sortiline mais également au canal TREK-1. 

 La spadine favorise la neurogénèse hippocampique et augmente la phosphorylation de la 

protéine CREB, considérées comme des marqueurs clés de l'action antidépressive après 

traitement chronique avec des inhibiteurs de la recapture de la sérotonine. Il est à noter que 

l'augmentation de cette neurogénèse est également observée avec l'utilisation d'autres anti-

dépresseurs comme la fluoxétine (Ohira et al., 2013). Concernant son implication dans la 

transmission sérotoninergique, le traitement par la spadine permet d'augmenter le taux de 

décharges des neurones 5-HT au niveau central dans le noyau Raphé dorsal (Figure 24). Ce 

mécanisme permet également d'expliquer le rôle de la spadine dans la dépression, l'hypothèse 

d'un défaut de la transmission sérotoninergique étant retrouvée pour caractériser de nombreux 

antidépresseurs. Egalement, la délétion du gène TREK-1 dans ce noyau du Raphé semble 

également diminuer la transmission sérotoninergique (Mazella et al., 2010) et cette délétion 

chez la souris semble être le résultat d’un phénotype résistant à la dépression (Heurteaux et al., 

2006). L’inhibition de ce canal semble donc un élément clef pour expliquer le rôle de la spadine 

dans la dépression. 

Le mécanisme d’action de cet effet antidépresseur de la spadine réside donc dans la 

diminution du courant TREK-1 mais aussi par un phénomène d’internalisation du canal. D’un 

point de vue mécanistique, ceci a pour conséquence d’augmenter significativement la 

transmission sérotoninergique au niveau des neurones post-synaptiques engendrant un effet 

antidépresseur (Moha Ou Maati et al., 2014). Cet effet anti-dépresseur est lié à un effet direct sur 
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le canal TREK1, et s’avère cependant dépourvu des effets indésirables qui pourraient être 

attendus suite à l‘inhibition de TREK1 aussi bien dans le 

ischémie) que dans le système cardiovasculaire 

Deux modes de fonctionnements

physiologique et en contexte thérapeutique, lors d'un traitement par spadine, lorsque le peptide 

est en excès. En condition physiologique, TREK

s'associent dans les vésicules de transport entre l'appareil de Golgi et la membrane plasmique, 

ce qui favorise l'adressage du canal à la surface de la cellule. Quand les vésicules fusionnent avec 

la membrane, la spadine, produite lors de la maturation du pro

excrétée. Elle pourra ensuite se fixer sur le récepteur NTSR3 et/ou sur le canal TREK

entrainant alors l'inhibition du courant et l'internalisation du complexe qui sera dégradé. 

Lorsque la spadine est présente en grande quantité, dans le cas d'un traitement par exemple, le 

rythme d'internalisation est augmenté, menant à une disparition complète des canaux TREK

la surface de la membrane plasmique.

Figure 24 : Implication du canal TREK

Les flèches rouges représentent la voie de sécrétion et 
représentent le système mis en jeu pour ralentir ce mécanisme et les flèches noires fines les voies favorisant la libération 
la sérotonine.Le complexe TREK1/sortiline est bénéfique lorsque la spadine est lié
= transporteur de la sérotonine. 
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le canal TREK1, et s’avère cependant dépourvu des effets indésirables qui pourraient être 

attendus suite à l‘inhibition de TREK1 aussi bien dans le système nerveux (douleur, é

que dans le système cardiovasculaire (Moha Ou Maati et al., 2012).

Deux modes de fonctionnements de la spadine ont été décrits, en condition 

contexte thérapeutique, lors d'un traitement par spadine, lorsque le peptide 

est en excès. En condition physiologique, TREK-1 et le précurseur du récepteur NTSR3 

s'associent dans les vésicules de transport entre l'appareil de Golgi et la membrane plasmique, 

ce qui favorise l'adressage du canal à la surface de la cellule. Quand les vésicules fusionnent avec 

e, produite lors de la maturation du pro-récepteur par clivage, va ê

. Elle pourra ensuite se fixer sur le récepteur NTSR3 et/ou sur le canal TREK

entrainant alors l'inhibition du courant et l'internalisation du complexe qui sera dégradé. 

sque la spadine est présente en grande quantité, dans le cas d'un traitement par exemple, le 

rythme d'internalisation est augmenté, menant à une disparition complète des canaux TREK

la surface de la membrane plasmique. 

 
: Implication du canal TREK-1 dans la transmission sérotoninergique (Borsotto et al., 2015)

Les flèches rouges représentent la voie de sécrétion et de recapture de la sérotonine. Les flèches noires épaisses 
représentent le système mis en jeu pour ralentir ce mécanisme et les flèches noires fines les voies favorisant la libération 

.Le complexe TREK1/sortiline est bénéfique lorsque la spadine est liée au canal. AP = potentiel d’action

induites à l’oxaliplatine 
: Implication du canal TREK-1 

le canal TREK1, et s’avère cependant dépourvu des effets indésirables qui pourraient être 

(douleur, épilepsie et 

. 

été décrits, en condition 

contexte thérapeutique, lors d'un traitement par spadine, lorsque le peptide 

et le précurseur du récepteur NTSR3 

s'associent dans les vésicules de transport entre l'appareil de Golgi et la membrane plasmique, 

ce qui favorise l'adressage du canal à la surface de la cellule. Quand les vésicules fusionnent avec 

récepteur par clivage, va être 

. Elle pourra ensuite se fixer sur le récepteur NTSR3 et/ou sur le canal TREK-1, 

entrainant alors l'inhibition du courant et l'internalisation du complexe qui sera dégradé. 

sque la spadine est présente en grande quantité, dans le cas d'un traitement par exemple, le 

rythme d'internalisation est augmenté, menant à une disparition complète des canaux TREK-1 à 

(Borsotto et al., 2015). 

Les flèches noires épaisses 
représentent le système mis en jeu pour ralentir ce mécanisme et les flèches noires fines les voies favorisant la libération de 

AP = potentiel d’action ; SERT 
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La spadine s’avère donc être un outil pharmacologique intéressant pour le blocage 

localisé du canal TREK-1 et vient en complément de l’utilisation des animaux KO pour ce canal, 

qui peuvent, quant à eux, présenter des phénomènes compensatoires. 

 

ii) Riluzole (Rilutek®) 

Le canal TREK1 peut être activé par le riluzole (Duprat et al., 2000), un agent 

neuroprotecteur utilisé en clinique chez les patients atteints de sclérose latérale amyotrophique 

(Bensimon et al., 1994). In vitro, l’activation du courant TREK-1 par cette molécule est 

transitoire et est suivie par une inhibition PKA-dépendante du canal due à l’augmentation 

intracellulaire d’AMPc (Du et al., 2014; Duprat et al., 2000). Dans ces cellules, cette seconde 

phase d’inhibition est perdue lorsque le canal est délété pour le résidu sérine333  qui est le site 

principal de  phosphorylation par la PKA. 

Le riluzole (Rilutek®) présente de nombreuses propriétés thérapeutiques. Il possède un 

rôle neuroprotecteur dont l’efficacité a été démontrée dans la maladie de Parkinson (Koller and 

Cersosimo, 2004). Il possède également des propriétés anti-convulsive, anti-ischémique, anti-

dépresseur (Zarate et al., 2004). Plus récemment il a été décrit un potentiel effet anti-

cancéreux du riluzole comme suggéré par des études précliniques dans lesquelles il diminue la 

migration, la prolifération et l’invasion de cellules issues de mélanome (Le et al., 2010) ou de 

tumeur gliale (Zhang et al., 2015). Ces données ont été confortées dans une étude clinique de 

phase 0 dans laquelle  le riluzole a été administré à des patients pour lesquels une résection de 

mélanome de stade III et IV était réalisée (Yip et al., 2009). D’autres études cliniques sont 

actuellement en cours pour étudier l’effet du riluzole dans des cas de mélanomes stade III et IV 

(NCT00866840, NCT00667901) mais aussi pour le traitement de métastases cérébrales après 

radiothérapie (NCT01018836). De plus, son effet antalgique est largement décrit dans plusieurs 

modèles de douleur neuropathique (Moon et al., 2014) ou inflammatoire (Xie et al., 2012). Deux 

études relativement anciennes entreprises sur un faible nombre de patients neuropathiques ou 

de volontaires sains respectivement n’ont pas montré d’effet sur la douleur (Galer et al., 2000; 

Hammer et al., 1999). Plus récemment, une étude clinique a montré son efficacité antalgique 

chez des patients présentant une lésion traumatique au niveau de la moelle épinière (Grossman 

et al., 2014). 

Concernant les effets indésirables répertoriés, le riluzole est une molécule relativement 

bien tolérée. Parmi les plus fréquents, mais sans gravité, il a été rapporté la présence d’asthénie, 

de nausées et la modification de certains paramètres biologiques hépatiques.   
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ARTICLE 2:  
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Présentation de l’article 
 

 En clinique, la neurotoxicité chronique à l’oxaliplatine se manifeste par la survenue de 

symptômes similaires à ceux retrouvés dans la forme aigue à la différence que ces 

manifestations perdurent dans le temps et peuvent s’avérer irréversibles pour certains patients. 

Cette forme chronique s’accompagne également d’autres manifestations énoncées ci-dessous. A 

l’heure actuelle, les traitements utilisés restent empiriques et très peu efficaces ce qui justifie 

l’étude de la physiopathologie de la neuropathie induite par cet anticancéreux. Plusieurs études 

pré-cliniques se sont attachées à modéliser cette neuropathie chez le rat ou la souris (Tableau 

3). En fonction des études, plusieurs doses et voies d’administration ont été utilisées, mais la 

majorité des études n’ont porté que sur l'étude des symptômes sensoriels.  

 

 

Tableau 3 : Principaux modèles de neuropathies chronique chimio-induites à l’oxaliplatine 

 

 Le but de cet article a donc été de caractériser un modèle murin de neuropathie 

chronique chimio-induite à l’oxaliplatine  capable de mimer l'ensemble des symptômes 

décrits en clinique :  développement d'une  hypersensibilité douloureuse souvent 

exacerbée par l'exposition au froid au niveau périphérique (mains & pieds) et au niveau de 

la sphère orofaciale (face et cavité buccale), apparition de comorbidités telles que la 

dépression ou l'anxiété mais également de troubles sensorimoteurs caractéristiques de la 

forme chronique de la neuropathie chimio-induite à l'oxaliplatine. Une fois le modèle 
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caractérisé, nous avons cherché à déterminer une cible moléculaire susceptible d'être 

impliquée dans cette neuropathie chronique, de vérifier à l'aide d'outils génétiques et 

pharmacologiques son implication et de valider pharmacologiquement cette cible pour le 

traitement de la neuropathie chronique induite par l’oxaliplatine et de tester son action 

éventuelle vis-à-vis de l’effet anticancéreux de l’oxaliplatine. 

 

 Après mises au point, ce modèle murin de neuropathie chronique consiste en deux 

injections d’oxaliplatine (6mg/kg, i.p.) pendant quatre semaines. Un suivi longitudinal est réalisé 

sur l'ensemble des animaux afin d'évaluer le développement des symptômes douloureux, des 

troubles sensisitifs et moteurs ainsi que les comorbidités telles que l'anxiété et la dépression. Les 

symptômes douloureux ont été évalués au niveau céphalique et extracéphalique à l’aide de tests 

thermiques et mécaniques. Les troubles sensori-moteurs ont été évalués à l'aide de 2  tests : le 

beam walk permettant d'évaluer les troubles moteurs fins et l'équilibre et le test de la gomette qui 

permet de mettre en évidence des troubles proprioceptifs et une altération de la dextérité. 

 En parallèle, une approche pharmacologique avec l’utilisation de Riluzole (Rilutek®) a été 

réalisée afin d’observer si ce traitement pouvait prévenir certains des symptômes de la 

neuropathie. En effet, cet agent neuroprotecteur, connu comme un activateur non spécifique des 

canaux TREK entre autres,  a un effet antalgique, anti-dépresseur mais également anti-prolifératif 

in vitro selon la littérature. Nous avons également recherché à savoir quels mécanismes 

moléculaires étaient impliqués dans les effets du riluzole.  

 L’administration répétée d’oxaliplatine chez la souris sauvage nous a donc permis 

d’observer de nombreux symptômes de la neuropathie chronique décrite en clinique avec 

l’apparition rapide de symptômes douloureux dès les premières injections d'oxaliplatine, 

symptômes retrouvés au niveau céphalique et extracéphalique. La chronicisation de la 

neuropathie a également engendré l'apparition de troubles moteurs et de comorbidités. De plus, 

l’utilisation de riluzole par voie orale chez les souris a montré des effets encourageants puisqu’elle 

limite le développement des symptômes douloureux et moteurs ainsi que la dépression induits par 

la chimiothérapie. 

Afin de valider l'implication de l’ensemble de ces canaux TREK dans la neuropathie chimio-

induite à l’oxaliplatine, deux approches ont été envisagées : une approche génétique avec 

l'utilisation de souris invalidées pour le gène TREK-1, TREK-2 ou TRAAK associée à l’approche 

pharmacologique utilisant le riluzole. Cette molécule, utilisé dans le modèle de neuropathie aigu 

chez ces différentes souris invalidées pour les canaux TREK a permis de mettre en évidence que 
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seul le canal TREK-1 semblait impliqué dans l’effet antalgique du riluzole puisque cet effet était 

supprimé chez les animaux invalidés pour ce canal TREK-1 uniquement, pas chez les animaux 

invalidés pour le canal TREK-2 ou TRAAK. 

Tout en conservant les 2 approches génétiques et pharmacologiques, nous avons ensuite 

recherché si le riluzole avait un effet préventif vis-à-vis de la neuropathie chronique induite par 

l’oxaliplatine et si le canal TREk-1 était ou non impliqué dans ces effets. D’un point de vue 

mécanistique, il a été confirmé que les effets du riluzole sont dépendants de l’activation de TREK-1 

puisqu’ils sont fortement diminués chez les souris génétiquement invalidées pour ce canal. Il 

semblerait d’ailleurs que ses effets soient en partie liés à son action neuroprotectrice puisqu'un 

marquage ATF-3, marqueur de lésion neuronale, a montré que le traitement au riluzole était 

capable de prévénir ces lésions chez les souris sauvages uniquement. Afin d'appuyer ce résultat, il 

serait également intéressant d'observer si un phénomène connu de démyélinisation par 

l'oxaliplatine intervient dans ce modèle et si le riluzole est également capable de prévenir cet 

évènement.  

 Pour aller plus loin, nous avons voulu vérifier si le riluzole pouvait influer ou non sur l’effet 

anticancéreux de l’oxaliplatine. Pour cela nous avons réalisé des approches in vitro et in vivo. 

L'utilisation seule ou combinée de l'oxaliplatine et du riluzole a permis de montrer que ces 

molécules étaient capables de diminuer la viabilité cellulaire des cellules T84 (cellules humaines 

issues de carcinômes colorectaux) et CT26 (cellules murines issues de carcinômes colorectaux), 

leur conférant des propriétés anti-prolifératives in vitro, données obtenues à l'aide du test MTT. 

Les capacités anti-migratoires et anti-invasives du riluzole ont été observées à l'aide du test de la 

blessure sur les cellules CT26 (données non présentées) et doivent être prochainement évaluées 

sur les cellules T84. In vivo, nous avons donc administré conjointement de l’oxaliplatine (6mg/kg, 

2 fois par semaine) et du riluzole (60µg/mL, traitement dans l'eau de boisson) durant 4 semaines 

chez les souris APCMin, animaux porteur d’une mutation d’un gène suppresseur de tumeur les 

prédisposant au développement spontané de multiples adénomes intestinaux. Chez ces animaux, 

l’oxaliplatine a entraîné une diminution importante du nombre de tumeurs, qu’ils reçoivent ou non 

du riluzole. Le riluzole seul a diminué aussi significativement le nombre de tumeurs. Cette 

molécule apparait donc comme un traitement intéressant pour la prévention de la neuropathie 

chronique induite par l’oxaliplatine, tout en préservant l’action anti-tumorale de la chimiothérapie 

à l'oxaliplatine. 
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Abstract 

Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) represents a dose limiting adverse 

effect of specific neurotoxic anticancer drugs such as platinum salts for which no preventive or 

curative treatment are available yet. Oxaliplatin, a platinum compound used in the treatment of 

several solid tumors such as colorectal cancer, induces an acute sensory neuropathy which can 

lead to limit dosage, to changes in treatment to non-neurotoxic agents with the risk of limiting 

the effective clinical outcome. A chronic cumulative sensorimotor neuropathy is also frequently 

developing and greatly alters the quality of life of survivors. In the present study, we developed a 

mouse model of chronic oxaliplatin-induced peripheral neuropathy (OIPN) which mimics both 

sensory and motor deficits in a clinical relevant time course. Repeated oxaliplatin administration 

in mice induces both cephalic and extracephalic mechanical and cold hypersensitivity as soon as 

after the first injection, as well as delayed sensorimotor deficits and a depression-like 

phenotype. Riluzole (Rilutek®), a non-selective TREK1 activator with known neuroprotective 

action, prevents both sensory and motor deficits induced by oxaliplatin. Interestingly, riluzole 

also reduces the depression-like phenotype induced by oxaliplatin. Noteworthy, riluzole did not 

affect the anticancer effect of oxaliplatin in a genetic model of colorectal cancer, the ApcMin 

mice. In conclusion, these results suggest that TREK1 could represent an innovative molecular 

target for the prevention of OIPN without affecting the antineoplasic proprieties of oxaliplatin. 

Keywords: Oxaliplatin – TREK-1 – Chronic neuropathy – riluzole 
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Introduction 

 

Oxaliplatin is a platinum compound widely used as a cytotoxic agent in the treatment of a 

spectrum of solid tumors, especially colorectal cancer (CRC) (Screnci et al., 2000). Unlike 

cisplatin and carboplatin, other platinum drugs used in chemotherapy, oxaliplatin has low 

ototoxicity and nephrotoxicity. However, oxaliplatin is highly hematotoxic and neurotoxic that 

remains the most common dose limiting adverse effect and limits its clinical use (André et al., 

2009; Andre T, 2004; de Gramont et al., 2000). Oxaliplatin-induced peripheral neuropathy 

(OIPN) occurs in two forms. The first one is an acute neuropathy immediately following the drug 

infusion which manifests as rapid onset of cold-induced dysesthesia or paresthesia, possibly 

associated with muscle cramps in the hands, feet and jaw (Gamelin et al., 2002). More than 90% 

of patients experience acute symptoms which are however resolved within a few days and 30-

50% of patients suffer from chronic oxaliplatin-induced peripheral neuropathy (OIPN) 

(Balayssac et al., 2015; Beijers et al., 2015). The second form is a cumulative and dose-

dependent sensory neuropathy that develops gradually during long-term treatment (Grothey, 

2003) and may limit the dosage and/or duration of oxaliplatin-based chemotherapy (Hartmann 

and Lipp, 2003). The incidence of neuropathy increases with cumulative dose, with severe 

neuropathy estimated to occur in 10% of patients after 9 treatment cycles and 50% after 14 

treatment cycles (Park et al., 2013). Chronic OIPN is characterized by loss of sensory perception 

and is frequently associated with painful sensations. Symptoms are persistent and include distal 

paresthesia, sensory ataxia, functional impairment, jaw pain, eye pain, ptosis, leg cramps and 

visual and voice changes (Cersosimo, 2005). These symptoms may be accompanied by 

comorbidities such as distress, depression, anxiety, and poor sleep quality (Hong et al., 2014). In 

cancer patients and survivors, painful neuropathy is likely overshadowed by disabling deficit in 

fine sensory-motor coordination, such as writing or buttoning shirts, causing significant loss of 

functional abilities and quality of life. Currently, none of the drugs used for prevention or 

treatment of OIPN have been shown to be sufficiently effective to be incorporated routinely into 

clinical practice (Hershman et al., 2014b) and strategies to control neuropathy relies essentially 

in modifications of dosage and infusion scheme.  

The pathophysiology of oxaliplatin-induced neuropathy is still unknown. It is well 

documented that the treatment of cancer with other platinum-based drugs leads to 

accumulation of high levels of platinum in the dorsal root ganglia (DRG), which harbor the cell 

bodies of peripheral primary sensory neurons (Cavaletti et al., 2001; Screnci et al., 2000; 

Thompson et al., 1984). Platinum levels in the DRG of treated patients correlate with the severity 

of their neuropathy (Dzagnidze et al., 2007; Gregg et al., 1992). However, ranking the platinum 
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salts by their peripheral nerve accumulation revealed oxaliplatin to be less accumulated as 

compared to cisplatin or carboplatin and did not correlate with neurotoxicity (Screnci et al., 

2000). Oxaliplatin neurotoxicity is thought to be caused partly by voltage-gated sodium channel 

impairment due to calcium chelation by oxalate, an oxaliplatin metabolite (Grolleau et al., 2001b; 

Kawashiri et al., 2012c). Various studies have also reported oxaliplatin ability to modulate 

expression of ion channels encoding genes linked to cold and mechanical perception in animal 

models DRG (Descoeur et al., 2011c; Gauchan et al., 2009b; Kawashiri et al., 2012c; Nassini et al., 

2011b; Pereira et al., 2014). These transcriptional changes have been observed in the DRGs of 

animals in the acute phase of oxaliplatin administration and mostly correlated with pain 

symptoms. Motor adverse side effects of oxaliplatin are far less studied than sensory symptoms 

although they are strongly debilitating for patients in the long term and difficult to be effectively 

managed (Terrazzino et al., 2015). It is known that oxaliplatin causes degeneration of 

myelinated fibers in the rat sciatic nerve in the late phase of repeated treatment (Kawashiri et 

al., 2011). Very recently, it has also been shown that oxaliplatin induces hypomyelination and 

reduced neuregulin 1 expression in the rat sciatic nerve (Tsutsumi et al., 2014). Chronic 

treatment with oxaliplatin has also been reported to induce shrinkage of DRG neurons and 

axonopathy of myelinated fibers in mouse models (Cavaletti et al., 2001; Renn et al., 2011).   

Looking for new molecular target whose modulation would confer both analgesic and 

neuroprotective effect against oxaliplatin neurotoxicity, we focused our attention on the TREK 

and TRAAK potassium channels family. Hence, these channels are hyperpolarizing background 

K+ channels regulating the resting membrane potential, action potential duration, and thus are 

believed to play an important role in neuron excitability. Electrophysiological measurements 

strongly established that TREK1, TREK2 and TRAAK share similar characteristics, especially 

mechano- and thermo-activated gating. In line with these biophysical proprieties, we 

demonstrated that TREK/TRAAK members are involved in polymodal pain perception, 

especially in noxious cold perception for TREK1 and TRAAK channels (Alloui et al., 2006c; Noel 

et al., 2009) and innocuous cold for TREK2 (Pereira et al., 2014). Moreover, TREK1 activation 

specifically triggers morphine-induced analgesia but no its major adverse side effects in mice 

(Devilliers et al., 2013), suggesting that TREK1 direct activation would lead to strong analgesic 

effect without opiates adverse side effects. Interestingly, TREK1 knock out animals are also more 

sensitive to ischemia and epilepsy suggesting that TREK1 activation promotes neuroprotection. 

Altogether these data suggest that TREK and TRAAK channels would be potential interesting 

pharmacological targets to prevent both acute and chronic neurotoxicity induced by oxaliplatin. 

Electrophysiological studies have shown that TREK and TRAAK channels are activated by 

riluzole (Rilutek®) (Duprat et al., 2000). Riluzole exhibits various pharmacological activities, the 

most prominent of which are inhibition of voltage-gated Na+ (Nav) channels at concentrations of 
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1-50µM and activation of small-conductance Ca2+ - activated K+ channels with EC50 of 10-20µM 

(Grunnet et al., 2001; Song et al., 1997). Riluzole has further been reported to inhibit delayed-

rectifier K+ channels and to activate 2-pore K+ channels at 30-100 µM (Duprat et al., 2000). 

Other study show K2P channels of the TREK subfamily (mainly TREK-2) generate a riluzole-

activate current and contribute to the control of excitability and resting membrane potential 

(Cadaveira-Mosquera et al., 2011, 2012). Riluzole has also a non specific activator of TREK 

channels and has many known advantageous properties. Aside from being a TREK1 activator, 

this molecule also reduces glutamate release by inhibiting sodium channel currents (Stefani et 

al., 1997), exerting a neuroprotective function against glutamate-induced neurotoxicity. Sodium 

channels blockage is thought to contribute to the neuroprotective effects of riluzole in 

amyotrophic lateral sclerosis, the unique currently US Food and Drug Administration approved 

indication for riluzole (Bensimon et al., 1994). Preclinical studies have shown a potential 

neuroprotective role of riluzole after spinal cord injury (SCI) (Tator et al., 2012) and phase I 

clinical trial for efficacy of riluzole in patients with traumatic spinal cord injury has yielded 

promising results (Grossman et al., 2014). Moreover, antidepressant and anti-proliferative 

effects of riluzole have been described in animal models of depression and cancer cell lines 

respectively (Akamatsu et al., 2009; Gourley et al., 2012; Le et al., 2010b). Thus, in combination 

with oxaliplatin, we postulate that riluzole could prevent oxaliplatin-induced neuropathy and 

possibly enhance anticancer chemotherapy efficacy.  

Here, we developed a mice model of chronic oxaliplatin-induced peripheral neuropathy. 

We made a longitudinal assessment of the time course development of both cephalic and 

extracephalic pain symptoms, of sensorimotor deficits, and evaluate depression-like symptom 

appearance in this model.  When daily administered in the drinking water, riluzole prevents 

oxaliplatin-induced cold and mechanical hypersensitivity, sensorimotor deficits and reduces the 

depression-like phenotype induced by chronic oxaliplatin administration. Most of these effects 

are lost or a least largely decreased in TREK1 knock-out animals, suggesting that TREK1 

represents a good molecular target for the prevention of oxaliplatin-induced neuropathy and 

comorbidities. It is also worthy to note that riluzole did not affect oxaliplatin anti-tumoral effect 

either in vitro or in vivo in APCmin mice, a murine model of colorectal cancer which 

spontaneously develop intestinal adenoma. 
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Results 

Repeated oxaliplatin administration induces extracephalic and cephalic pain 

hypersensitivity in WT mice. 

Prolonged oxaliplatin treatment is known to induce a persistent sensory peripheral neuropathy, 

affecting especially extremities such as hands and feets as well as orofacial territory. To assess 

these symptoms, we measured tail withdrawal response to a noxious cold stimulation at 10°C 

(Fig. 1A) and hind paw mechanical tactile/pain perception using Von Frey test (Fig. 1B). Each 

cephalic and extracephalic behavioral test was realized once a week. Concerning cephalic test, 

we used acetone and brush test. Acetone test consist to gently applied acetone to the upper lip 

area skin surface and measure the total time spent in acetone-evoked behaviors (grooming, 

scratching and flinching) over a 1-minute. Brush test consist to realize five strokes of brush on 

the upper lip area skin surface in mice and measure the number of response to dynamic 

mechanical stimulation. Moreover, mice were monitored for the duration of the chronic model 

and the results showed no significant weight loss or temperature changes and few losses were 

observed (suppl. Data 1). Cold hypersensitivity was observed in mice as evidenced by the 

significant decreased tail withdrawal and increased acetone-induced grooming (Fig 1A-C) 

behavior observed in animal treated by oxaliplatin as soon as after day 7 after the first injection. 

Mechanical hypersensitivity (Fig 1B-D) assessed by Von Frey and brush test was also observed 

after oxaliplatin treatment. 

Treatment with riluzole (60µg/mL, p.o) significantly prevented cold and mechanical 

hypersensitivities induced by oxaliplatin both at extracephalic and cephalic levels. Although not 

completely understood, an important part of the mechanism of action of riluzole is probably 

linked to the fact that it inhibits synaptic glutamate release. 

 

Oxaliplatin-chemotherapy induces depression-like symptoms reversed by Riluzole.  

Depression was assessed at day 28 using three classical behavioral tests: the Tail Suspension 

Test (TST), the Porsolt Forced-Swim Test (FST) and the Novelty-induced hypophagia test (NHT). 

TST (Steru et al., 1985) is conducted by suspending mice by the tail for a test period of 6 minutes 

in our conditions, and measuring the immobility time during the entire test period. FST is based 

on a measurement of the rodents’ immobility time after they are placed in a tank filled with 

water and from which they cannot escape. This immobility is also interpreted as a “behavioral 

despair” (Nishimura et al., 1988). In the NHT (Dulawa and Hen, 2005), food-deprived mice are 

set in a situation that provoques conflict between the drive to eat a food pellet placed in the 

center of a brightly lit open field and the fear of this brightly lit open space. Whatever the test 

used, a depression-like phenotype was observed at day 28 in oxaliplatin-treated mice as 
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evidenced by an increased immobilization time for TST, a significant increased immobilization 

time for FST and a significant increased time before to eat pellet for NHT. For the three tests 

used, riluzole treatment (60µg/mL, p.o) significantly prevented the depression-like phenotype 

observed. Given this results we wondered whether TREK-1 channel activation was involved in 

the antidepressant-like effect of riluzole (fig 1 F-G).  

 

 

Figure 1: Riluzole effects on wild-type mice in chronic neuropathy : pain symptoms and depression. 

In vivo study of oxaliplatin-induced neurotoxicity. Experimental mice received oxaliplatin (6 mg/kg) twice a week and 

riluzole (drinking water - 60µg/mL, po) for 4 weeks. Evaluation of hyperalgesia in 4 groups (n=8 per group): Control group, 

group with riluzole alone, oxaliplatin-group and group treated by combination oxaliplatin-riluzole. Riluzole effect was 

assessed in chronic neuropathy induced by oxaliplatin (6mg/kg): on peripheral level with tail immersion (10°C) (A) and Von 

Frey tests (B), on cephalic level with acetone (C) and brush tests (D). Each test was realized once a week until day 28 in WT 

mice (A-D). Three differents tests were performed to evaluate depression in WT (E-G) (n=8 per group). Measured 

parameters are immobility time for FST (force swim test) and TST (tail suspension test) and time before to eat pellets for 

NIHT (novelty induced hypophagia test).  Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference between vehicle 

and oxaliplatin treated mice are marked with *; * for p<0,05; ** for 0.01; *** p<0,001. * to compare vehicle and oxaliplatin 

group, ¤ to compare oxaliplatin and oxaliplatin-riluzole group. One or Two-way ANOVA with Bonferroni post-test.  
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Oxaliplatin induces deficits of fine coordination movements that are prevented by Riluzole.  

Although rarely assessed in preclinical studies related to anticancer drugs-induced neuropathy, 

changes in proprioception, than can affect fine motor coordination, such as writing, holding 

objects, picking up coins, buttoning shirts and walking, appears as a consequence of chronic 

cumulative oxaliplatin neurotoxicity (Cersosimo, 2005) as an element of the dose-limiting 

toxicity of the drug (Grothey, 2005). Rotarod test has previously been used in both acute (Sałat 

et al., 2014) and chronic oxaliplatin-induced neuropathy (Coriat et al., 2014). In these studies it 

has been used at a fixed speed and demonstrated no effect of oxaliplatin after a single dose 

administration (Sałat et al., 2014) but a decrease latency to fall as soon after the third week till 8 

weeks of once a week a 10mg/kg oxaliplatin injection (Coriat et al., 2014). The accelerating 

rotarod test is more commonly used and has been shown to measure not only motor 

coordination but also balance (Lalonde et al., 2005). Here we show no effect of repeated 

oxaliplatin administration on the accelerating rotarod test along the time course of the 4 weeks 

of oxaliplatin treatment and no differences were observed on the grip test between oxaliplatin- 

and vehicle-treated groups (fig 2A-B).  Performance on the balance beam is another useful 

measure of fine coordination and balance (Brooks and Dunnett, 2009)  that, to our knowledge, 

has never been used in preclinical models of oxaliplatin-induced neuropathy. The goal of this 

test is for the mouse to stay upright and walk across an elevated narrow beam to a safe platform. 

This test takes place over 3 consecutive days: 2 days of training and 1 day of testing. 

Performance on the beam is quantified by measuring the time it takes for the mouse to traverse 

the beam and the number of paw slips that occur in the process. This task has been shown to be 

particularly useful for detecting subtle deficits in motor skills and balance that may not be 

detected by other motor tests, such as the Rotarod (Luong et al., 2011). Two parameters were 

measured: time to cross beam (fine coordination) and number of footslips (balance). None of the 

two parameters were altered by oxaliplatin 7 days after the beginning of the treatment (fig 2C-

E). At day 28 (end point), fine coordination and balance, especially with the number of footslips, 

were altered in oxaliplatin-treated mice and riluzole treatment (60µg/mL, p.o) prevented these 

motor defects (fig 2D-F). We also used the adhesive removal test in order to evaluate the effect 

of oxaliplatin on tact sensibility (Fig. 2G-J). This behavioral test implies correct paw and mouth 

sensitivity (time-to-contact) and correct dexterity (time-to-remove). Contact time and removal 

time were significantly increased in oxaliplatin-treated mice at D28 (fig 2H-J), resulting from an 

alteration of sensitivity and dexterity due to repeated administration of chemotherapy (no 

alterations were observed at day 7 (fig 2G-I), corresponding to the beginning of chemotherapy 

administration). Riluzole treatment (60µg/mL, p.o) have effect on only one parameter and 

allowed restoring dexterity (removal time) in mice treated with combination of oxaliplatin and 
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riluzole but no significant changes were observed concerning alterations of sensitivity (contact 

time).  

 

Figure 2: Riluzole effects on locomotors and sensory troubles induced by chemotherapy in WT mice (n=8 per group). 

These tests were realized at day 28 for Rotarod and GripTest, at day 7 and day 28 for Beam Walk and Adhesive removal 

tests. Basic locomotor disturbances were evaluated using rotarod (A) testing and griptest (B). Fine motor coordination and 

balance were assessed by the beam walking assay (C-F) with 2 parameters: crossing time (C-D) and number of footslips (E-F) 

in mice treated by repeated injections of oxaliplatin (6mg/kg) with or without riluzole treatment. Sensorimotor deficits 

were studied by the adhesive removal test (G-J) with two measured parameters: contact time (G-H) and removal time (I-J). 

Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked 

with *; * for p<0,05; *** p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post-test. 
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Riluzole have an anti-hyperalgesic effect in acute oxaliplatin-induced neuropathic pain that 

is TREK-1 dependant. 

At the molecular level, riluzole has been shown to affect the activity of several ionic channels. It 

is reported to block voltage-gated sodium channels (<1–10 μM) and to inhibit voltage-activated 

calcium channels (10–40 μM), thereby preventing repetitive neuronal firing and promoting 

neuronal survival (Song et al., 1997; Wang et al., 2008). Riluzole also potentiates calcium-

dependent potassium currents and has been shown to activate K2P2.1 (TREK1), K2P10.1 

(TREK2) and K2P4.1 (TRAAK) channels (10-100 μM), three members of the 2-pore K+ channels 

family (Duprat et al., 2000; Lesage et al., 2000). Given these data, we evaluated here whether 

these channels are involved in the analgesic effect of riluzole. We first evaluated the involvement 

of these channels in a model of pain hypersensitivity induced by a single injection of oxaliplatin. 

To determine anti-hyperalgesic effect of Riluzole, we used oxaliplatin-induced acute neuropathic 

pain models in mice deleted for either one or all of the TREK-1, TREK-2 or TRAAK channels. 

Thermic sensitivity was assessed by paw immersion test at 10°C (fig 3A-C) and acetone test (fig 

3G-I) and mechanical sensitivity was assessed by Von Frey (fig 3D-F) and brush test (fig 3J-L). 

KO mice and their wild-type littermates were treated either with vehicle or riluzole 7.5 mg/kg, 

i.p. administered at day 4 after injection of oxaliplatin (6mg/kg) .), at the time of maximum 

hypersensitivity (Descoeur et al., 2011c). The peak effect of riluzole occurred within 30 min post 

injection, followed by a progressive decrease until 60 min post injection (fig 3). This effect was 

totally lost in TREK1-/- mice but not in TREK-2-/- or TRAAK-/- mice, suggesting a major and 

specific contribution of the TREK-1 channel in the analgesic effect of riluzole in this neuropathic 

pain model.  

 

Repeated oxaliplatin administration induces extracephalic and cephalic pain 

hypersensitivity that is prevented by riluzole-induced TREK-1 activation 

Our data obtained in the model of acute oxilaplatin-induced neuropathy (Fig. 3) suggest the 

involvement of TREK-1 channel in the analgesic effect of riluzole. 

Given these data we then focused our work on the TREK-1 channel and first evaluated its 

involvement in the analgesic effect of riluzole in mice treated with repeated oxaliplatin 

injections. As seen in Fig. 4(A-D), whatever the stimulus (mechanic or thermic) or the location 

tested (face or extremities), riluzole partially or totally loses its analgesic effect in TREK-1-/- 

mice.  
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Figure 3: Involvement of K2P channels in analgesic riluzole effect. 

 Baseline latencies were recorded before chemotherapy injection and the antihyperalgesic effect of riluzole was assessed 4 

days after injection. Kinetics of riluzole effect were realized at D4 (acme of acute neuropathy symptoms) after oxaliplatin 

treatment (6 mg/kg, ip injection) on peripheral level with tail immersion (10°C) and Von Frey tests, on cephalic level with 

acetone and brush tests. on wild-type, simple KO TREK-1 (A-D-G-J), KO TREK-2 (B-E-H-K) and KO TRAAK (C-F-I-L) mice (n=8 

per group). Significant difference between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked with *; * for p<0,05; ** for 0.01; 

p<0,05 *** p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post-test. 
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Oxaliplatin-chemotherapy induces depression-like symptoms and deficits of fine 

coordination movements that are prevented by Riluzole treatment in a TREK-1 dependant 

manner 

We first compared the basal depression phenotype of TREK-1-/- mice and their wild-type 

littermates. Confirming previous results obtained by Heurteaux and collegues (2006) 

(Heurteaux et al., 2006), immobility time was half in the TST and decrease in the FST suggesting 

an antidepressive like behavior of the TREK-1 knock-out mice. However, no difference was 

observed between the two genotypes neither in the NST (Novelty-suppressed feeding test). Like 

what we observed in WT mice, oxaliplatin led to a depression like behavior in TREK-1-/- mice 

that was however not prevented by riluzole treatment in this genotype (fig 4E-G), thus 

suggesting an involvement of the channel in this effect. At first sight, this result is intriguing 

since it has been well documented that the genetic invalidation or the pharmacological blocking 

of the TREK-1 channel lead to an antidepressive state. Here our results suggest that the 

activation of TREK-1 by riluzole : (i) did not induce a depressive behavior in mice and that (ii) it 

leads to the prevention of the depression-like behavior induced by repeated oxaliplatin 

administration. 

Concerning locomotors effects, oxaliplatin induces deficits of fine coordination movements in 

TREK1 -/- mice as in WT mice (fig 5), as observed with the beam walk and adhesive removal 

tests. No effect of Riluzole was also observed in TREK1-/- mice, demonstrating that this effect of 

riluzole also involves TREK1 activation. 
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Figure 4: Riluzole effects on KO TREK-1 mice in chronic neuropathy : pain symptoms and depression. 

 In vivo study of oxaliplatin-induced neurotoxicity. Experimental mice received oxaliplatin (6 mg/kg) twice a week and 

riluzole (drinking water - 60µg/mL, po) for 4 weeks. Evaluation of hyperalgesia in 4 groups (n=8 per group): Control group, 

group with riluzole alone, oxaliplatin-group and group treated by combination oxaliplatin-riluzole. Riluzole effect was 

assessed in chronic neuropathy induced by oxaliplatin (6mg/kg): on peripheral level with tail immersion (10°C) (A) and Von 

Frey tests (B), on cephalic level with acetone (C) and brush tests (D). Each test was realized once a week until day 28 in 

TREK-1-/- mice (A-D). Three differents tests were performed to evaluate depression in TREK-1-/- mice (E-G) (n=8 per group). 

Measured parameters are immobility time for FST (force swim test) and TST (tail suspension test) and time before to eat 

pellets for NIHT (novelty induced hypophagia test).  Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference 

between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked with *; * for p<0,05; ** for 0.01; *** p<0,001. * to compare 

vehicle and oxaliplatin group, ¤ to compare oxaliplatin and oxaliplatin-riluzole group. One or Two-way ANOVA with 

Bonferroni post-test.  
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Figure 5: Riluzole effects on locomotors and sensory troubles induced by chemotherapy in KO TREK-1 mice (n=8 per 

group). These tests were realized at day 7 and day 28 for Beam Walk and Adhesive removal tests. Fine motor coordination 

and balance were assessed by the beam walking assay (A-D) with 2 parameters: crossing time (A-B) and number of footslips 

(C-D) in mice treated by repeated injections of oxaliplatin (6mg/kg) with or without riluzole treatment. Sensorimotor 

deficits were studied by the adhesive removal test (E-H) with two measured parameters: contact time (E-F) and removal 

time (G-H). Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference between vehicle and oxaliplatin treated mice 

are marked with *; * for p<0,05; *** p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post-test.  
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Repeated oxaliplatin injection leads to delayed neuronal toxicity that is prevented by 

riluzole. 

 Oxaliplatin-induced chronic peripheral neuropathy has been characterized by damage of the cell 

bodies of primary afferent fibers 

2001; Scuteri et al., 2009; Ta et al., 2006)

recognised marker of injured neurons. We observed an increase in ATF

at the extracephalic (DRG) (Fig 6A

repeated oxaliplatin administration and an important decre

treatment. No significant variations were observed in the oxaliplatin group at day 4. Consistant 

with its known neuroprotective effect, riluzole significantly prevented ATF

TREK-1+/+ mice. In TREK-1-/-

oxaliplatin treated mice in TG and DRG but no 

and oxaliplatin-riluzole groups. In conclusion, this effect was lost in TREK

major role of the channel in the neuroprotective effect of riluzole as previously documented. 

 

Figure 6-1: Neuroprotective property of Riluzole in chronic neuropathy induced by oxaliplatin

 Immunostaining of ATF-3, a widely recognised marker of injure

Riluzole in DRG (A-D) at day 4 (acute form) and day 28 (endpoint of chronic neuropathy model) in WT and KO TREK

treated by vehicle, oxaliplatin alone and combination oxaliplatin
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Repeated oxaliplatin injection leads to delayed neuronal toxicity that is prevented by 

induced chronic peripheral neuropathy has been characterized by damage of the cell 

bodies of primary afferent fibers (Cavaletti et al., 2001; Donzelli et al., 2004; McKeage et al., 

2001; Scuteri et al., 2009; Ta et al., 2006). In the present study we used 

recognised marker of injured neurons. We observed an increase in ATF-3 immunostaining  both 

(Fig 6A-D) and at the cephalic (TG) (Fig 6E-H) levels at day 28 after 

repeated oxaliplatin administration and an important decrease is observed with riluzole 

treatment. No significant variations were observed in the oxaliplatin group at day 4. Consistant 

with its known neuroprotective effect, riluzole significantly prevented ATF

- mice, an increase of ATF-3 immunostaining was observed in 

oxaliplatin treated mice in TG and DRG but no differences can be observed 

riluzole groups. In conclusion, this effect was lost in TREK-1-

of the channel in the neuroprotective effect of riluzole as previously documented. 

Neuroprotective property of Riluzole in chronic neuropathy induced by oxaliplatin

a widely recognised marker of injured neurons, was used to evaluate neuroprotective action of 

at day 4 (acute form) and day 28 (endpoint of chronic neuropathy model) in WT and KO TREK

treated by vehicle, oxaliplatin alone and combination oxaliplatin-riluzole (n=4 per group). 
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Neuroprotective property of Riluzole in chronic neuropathy induced by oxaliplatin. 

neuroprotective action of 

at day 4 (acute form) and day 28 (endpoint of chronic neuropathy model) in WT and KO TREK-1 mice 
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Figure 6-2: Neuroprotective property of Riluzole in chronic neuropathy induced by oxaliplatin

 Immunostaining of ATF-3, a widely recognised marker of injure

Riluzole in TG (E-H) at day 4 (acute form) and day 28 (endpoint of chronic neuropathy model) in WT and KO TREK

treated by vehicle, oxaliplatin alone and combination oxaliplatin

significant. Significant difference between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked with 

p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post

 

Riluzole has anti-proliferative effects in vitro

T84 human colorectal adenocarcinoma cells were used to evaluate anti

chemotherapy, riluzole or combination treatments. MTT assay confirmed anti

property of oxaliplatin (fig 7A)

riluzole treatment but with high doses 

effects of oxaliplatin in case of combination treatment 

Spadine, an antagonist of this channel, have no effect on T84 cells 

peptide derived from the propeptide generated by the maturation of the neurotensin receptor 3 

(NTSR3/Sortilin) and acting through TREK

doesn't involve TREK-1 channel becaus
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Neuroprotective property of Riluzole in chronic neuropathy induced by oxaliplatin

a widely recognised marker of injured neurons, was used to evaluate neuroprotective action of 

at day 4 (acute form) and day 28 (endpoint of chronic neuropathy model) in WT and KO TREK

treated by vehicle, oxaliplatin alone and combination oxaliplatin-riluzole (n=4 per group). Values are mean ± SEM. NS: not 

between vehicle and oxaliplatin treated mice are marked with 

way ANOVA with Bonferroni post-test.  

proliferative effects in vitro 

T84 human colorectal adenocarcinoma cells were used to evaluate anti-proliferative effects of 

chemotherapy, riluzole or combination treatments. MTT assay confirmed anti

(fig 7A), a dose dependant effect. This test showed the same effect for 

riluzole treatment but with high doses (fig 7B) and riluzole doesn't alter the anti

effects of oxaliplatin in case of combination treatment (fig 7C).  

an antagonist of this channel, have no effect on T84 cells (fig 7D). Spadine is a 

peptide derived from the propeptide generated by the maturation of the neurotensin receptor 3 

(NTSR3/Sortilin) and acting through TREK-1 inhibition. Anti-proliferative effect of riluzole 

1 channel because spadine doesn't block effect of riluzole on T84 cells.
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Values are mean ± SEM. NS: not 
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Figure 7: Anti tumoral effect with oxaliplatin and riluzole combination in vitro. 

 Cell viability test for different doses of oxaliplatin (A), riluzole (B), combination oxaliplatin-riluzole (C), three doses of 

spadine (D) and combination riluzole-spadine (E). Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference 

between groups are marked with *; * for p<0,05; ** for 0.01; *** p<0,001. One-way ANOVA with Bonferroni post-test.  
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Riluzole doesn’t alter the anticancer effect of oxaliplatin in APCmin/- mice.  

To evaluate the effect of riluzole on the anticancer effect of oxaliplatin in vivo, we used the 

ApcMin/+ model of intestinal neoplasia on the C57BL/6J background. This murine model harbors a 

germline mutation in Apc at codon 850 that leads to a truncation of the protein. Heterozygosity 

in one Apc allele occasionally generates the inactivation of the other allele by somatic 

recombination and when this occurs in intestinal epithelial cells adenomas form  (Moser et al., 

1995). The molecular consequences of losing Apc, a multi-functional protein that binds 

microtubules, proteins in the Wnt/Wg pathway, β-catenin and axin, cytoskeletal regulators, and 

the Rac guanine-nucleotide-exchange factor, leads to the activation of β-catenin and induction of 

WNT signaling (Aoki et al., 2007; Haigis et al., 2004; Levy et al., 1994). In ApcMin/+ mice adenomas 

begin to develop in infancy with death occurring at 16–20 weeks due to chronic intestinal 

hemorrhage (Moser et al., 1992; Shoemaker et al., 1995). Mice with this mutation on the 

C57BL/6 background develop an average of 30 small intestinal and 5 colonic adenomas per 

mouse. On occasion, adenomas progress to adenocarcinoma but metastases are not seen, most 

likely because mice do not live long enough for this late complication to occur. First of all, we 

evaluate the effect of oxaliplatin and riluzole on sensory sensibility in this strain of mice. We 

observed a similar development of sensory neuropathic symptoms in APCMin/- mice as the ones 

observed in C57Bl6/J under oxaliplatin treatment (Fig. 8 A-B). Treatment with riluzole 

(60µg/mL, p.o) allows a partial reversion of peripheral cold and mechanical symptoms and total 

reversion of orofacial cold hypersensitivity in APCmin/+-. At day 28 after treatments, mice were 

sacrificed and the number of tumors in the colon, in the duodenum and the jejunum was 

quantified. Oxaliplatin treatment led to a strong decrease (73.7±9.7%) of the number of tumor in 

the entire intestinal tract (Fig 8D). Riluzole did not significantly alter the anticancer effect of 

oxaliplatin. Morover, riluzole alone led to a slight but significant anticancer effect as shown by 

the significant lower number of tumors observed in the small intestine. (Fig. 8E) Histology 

analysis of colon samples from the vehicle group obtained at day 28 after treatments revealed 

typical moderate to severe lesions usually observed in APCMin/- mice and the presence of 

ulceration. These mice also exhibit inflammation and mild to moderate dysplasia with a high 

mitotic index, histopronostic markers of cancer. Mice treated with oxaliplatin or combination 

oxaliplatin/riluzole had no lesions or other tumoral manifestations observed in the vehicle 

group. Mice treated only with riluzole have an intermediate profile with or without the presence 

of smaller lesions and a low mitotic index, reflecting a possible anti-tumor effect of this molecule 

(fig 8C). 
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Figure 8: Anti tumoral effect with oxaliplatin and riluzole combinaison in APCmin+/- mice. 

APCmin+/-  mice received vehicle or oxaliplatin (6 mg/kg) twice a week and vehicle or riluzole (drinking water  - 60µg/mL, 

po) for 4 weeks. Evaluation of hyperalgesia in 4 groups (n=8 per group): was realized with tail immersion 10°C and acetone 

tests (A-B). At end point (day 28), dissection allowed counting the number of tumors (D). Values are mean ± SEM. NS: not 

significant. Values are mean ± SEM. NS: not significant. Significant difference are marked with *; * for p<0,05; ** for 0.01; 

*** p<0,001. Two-way ANOVA with Bonferroni post-test. Representative photos of hematoxylin- and eosin-staining in colon 

APCmin+/- mice (n=4 per group) (E). Macroscopic view of colons tumors: count of polyps and determination of grade 

lesions, presence or not of ulcerations, presence or not of inflammation, dysplasia and mitotic index in 4 mice groups (C).  
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Supplementary data 1: Monitoring

Mice weight (A) and temperature (B) were monitored until day 28. Water consumption until day 28 

colon in APC mice at end point (day 28) 
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Monitoring of animals during chronic neuropathy model induced by oxaliplatin.

were monitored until day 28. Water consumption until day 28 

colon in APC mice at end point (day 28) (D). Two-way ANOVA with Bonferroni post-test.  
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Discussion 

 

We described here a model of chronic oxaliplatin-induced neuropathy that mimicked 

patients' conditions. This study demonstrates the beneficial effect of riluzole against oxaliplatin-

induced neurotoxicity in this model. Twice oxaliplatin injections during 4 weeks led to the 

development of cold and mechanical hypersensitivity that developed as soon after the first 

injection, with intensity increasing with the repeatition of oxaliplatin administrations. Same 

observations were realized both at cephalic and extracephalic levels. Riluzole has been shown to 

have an effect on neuropathic pain (Hama and Sagen, 2011; Moon et al., 2014b) and in this study, 

it showed an effect on chronic neuropathy with partial reversion at peripheral level and a total 

reversion at oral and peri-oral level. This difference could be explain by existing embryological 

differences between sensory neurons of the TGs and DRGs (Fariñas et al., 2002; Hjerling-Leffler 

et al., 2005) generating different responses. These regional differences in the efficacy of riluzole 

to alleviate oxaliplatin-induced allodynia/hyperalgesia further support the idea that 

mechanisms underlying neuropathic pain have peculiarities at cephalic versus extra-cephalic 

level (Michot et al., 2014). 

The evidence above suggests that up-regulation of K2P channel activity and particularly 

up regulation of TREK1 channel activity may be a useful strategy in the development of new 

therapies for the treatment of pain. Activation of postsynaptic TREK1, channels would 

hyperpolarize the membrane of sensory neurons and depresses neuronal activity in the pain 

pathway (Du and Gamper, 2013; Mathie, 2010; Tsantoulas and McMahon, 2014; Waxman and 

Zamponi, 2014). In addition to a role in pain transmission, evidence is accumulating for the 

potential importance of targeting the activity of TREK1 channels in a number of therapeutic 

situations in the nervous system, including depression and neuroprotection (Bayliss and Barrett, 

2008; Honoré, 2007). Whereas activation of TREK-1 channel is supposed to have positive effects 

on pain symptoms and would lead to a neuroprotective effect, inhibition of the same channel has 

been shown to lead to an antidepressive effect (Heurteaux et al., 2006). In our conditions, 

riluzole, involving TREK-1 activation, thus did not result in a depression-like phenotype in 

oxalipaltin-treated mice as can be expected, but to an antidepressant effect. This dissociation of 

the painful and depressive symptoms by modulating the TREK-1 channel has already been 

observed by Heurteaux. At the molecular level, riluzole  has been shown to increase the 

expression of GLT-1 transporter (Sanacora and Banasr, 2013) and reductions in the glial 

glutamate transporter (GLT-1, also known as excitatory amino-acid transporter 2 (EAAT2)) 

particularly in the prefrontal cortex have been implicated in depression (Sanacora and Banasr, 



Chapitre II : Canaux ioniques & les neuropathies chimio-induites à l’oxaliplatine 
Article II: Discussion 

 

166 
 

2013). Increasing the expression of GLT-1 would be predicted to reduce synaptic concentrations 

of glutamate and thus perhaps induce antidepressant-like effects. Indeed, riluzole has been 

shown to reverse depressive-like behaviour in animal models (Banasr et al., 2010; Millan, 2006) 

and there is also some evidence that it may improve depressive symptoms in a clinical setting 

(Sanacora et al., 2007; Zarate et al., 2004). Here, in a model of chronic neuropathy induced by 

oxaliplatin, riluzole treatment has shown a significant action on depression in all of our three 

depressions testsOne can hypothesize an indirect effect of the preventive effect of riluzole 

against oxaliplatin-induced depression. We observed that a single administration of riluzole has 

an antinociceptive effect in mice. We also decided to assess the effectiveness of a single dose of 

riluzole at day 28 after repeated oxaliplatin injections on depression. No effect of riluzole has 

been seen in these conditions, suggesting that riluzole prevents the cause of depression 

development but cannot treat this comorbity.  However, this could explain that activation and 

inactivation of the same target, TREK-1 in this case, do not necessarily lead to opposite effects. 

Hence, Heurteaux et al. previously showed that while spadine, an antagonist peptide of TREK-1, 

has an antidepressive effect it did not modify pain thresholds in mice (Moha Ou Maati et al., 

2012; Veyssiere et al., 2015) then we showed that riluzole, a trek-1 activator, is able to reduce 

depression in mice. 

Neuroprotective agents are used in an attempt to save neurons or prevent its alterations 

in CNS from irreversible injury caused by chemotherapy for example. Neuroprotective property 

of riluzole could be playing a key role to reduce neuropathy symptoms in this case. ATF3 (a 

member of the ATF3/cAMP-responsive element binding protein family) appears to be a useful 

and reliable neuronal marker of nerve lesions (Lindå et al., 2011) and we have shown an up 

regulation of this marker within the TG and L4-L5 DRG of oxaliplatin-treated mice. Riluzole 

treatment results in ATF3 thresholds that are similar to those of vehicle animal in TG and 

expression tends to decrease (non-significant) in DRG. These findings suggest that early 

administration of riluzole is sufficient to mitigate pain symptoms by preventing development of 

neuronal dysfunction in the DRG and TG. 

Therefore, riluzole has numerous advantages for the treatment of neuropathy symptoms 

and could also be a possible anti-cancer effect. In vitro, riluzole have an anti-proliferative effect 

in differents type of cancer cells and induces inhibition of DNA synthesis and apoptotic cell death 

via ER stress in both the LNCaP and C4-2 prostate cancer cell lines (Akamatsu et al., 2009). Also, 

riluzole can significantly suppress melanoma migration, invasion and colony formation as well 

as inhibit the proliferation of melanoma cells (Le et al., 2010b). In our study, riluzole doesn’t 

alter oxaliplatin action and have an action on cancer alone decreasing the viability of ModeK and 

CT26 cells. In vivo, oxaliplatine entails an important decrease of the number of tumors to ApcMin 
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mice and a potentiation of this effect with combination oxaliplatin-riluzole seems difficult to 

observe. But, administration of riluzole alone has a significant anti-cancer effect on total number 

of intestinal tumors. Concomitant with these results, anti-cancer effect of riluzole seems to be 

confirmed with histologic analysis of ApcMin colon having an intermediate profile between 

animals non-treated (moderate to severe lesions with high mitotic index) and treated by 

oxaliplatin or combination (no lesion and mitotic index zero). 

In conclusion, the results clearly showed that repeated oxaliplatin treatment in mice 

mimicked symptoms observed in patients. Oxaliplatin induced cold hypersensitivity as well as 

mechanical allodynia and hyperalgesia in peripheral and perioral area. We also observed 

sensorimotor deficits (dexterity, touch and tact disorders) and depression-like symptoms, thus 

validating the clinical relevance of this model. Riluzole partially restored basic thresholds of cold 

and mechanical hypersensitivities, sensorimotor deficits and depression-like symptoms in wild 

type animals but was totally ineffective in TREK-1 knock-out mice. In APCmin mice, oxaliplatin 

causes a significant decrease of tumors in these animals with or without riluzole treatment. 

Riluzole alone also showed significant anti-proliferative effect but lower than oxaliplatin. Thus, 

the potassium channel TREK-1 represents a potential target to neuropathy and other associated 

symptoms induced by oxaliplatin treatment. Riluzole could represent a promising and valuable 

therapy to prevent oxaliplatin-induced acute chronic neuropathy without altering the 

antiproliferative effect of the drug. 
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Methods 

Animals. Animal care and experiments were carried out in accordance with the Committee for 

Research and Ethical Issues of the IASP (Zimmermann, 1983). Adult male C57 / BL6J mice were 

purchased from Charles River and homozygous TREK-1 (-/-) and wild-type (+/+) littermates 

were generated from crosses between heterozygous animals. APCmin mice are a gift from Dr. 

Mathilde Bonnet working at the laboratory UMR Inserm U1071 (Clermont Ferrand, FRANCE). 

These mice have a mutation in a tumor suppressor gene and develop spontaneously multiple 

intestinal adenomas. Animals were housed under controlled environmental conditions (22°C; 

55% humidity) and kept under a 12/12 h light/dark cycle, with food and water ad libitum for a 

week prior to start the experiments in order to acclimatize. 

   Drugs administration. i.p. injections of oxaliplatin (Sanofi Aventis, Montpellier France) were 

performed at 6 mg/kg dissolved in glucose 5% in male C57BL6J mice (20–25 g) directly after the 

first behavior assessment. For acute model, behavior tests were performed at 90h (day4) after 

drug administration, corresponding to time to reach the hyperalgesia peak for acute neuropathy 

(Descoeur et al., 2011c). For chronic neuropathy model, twice injections per week were 

performed during 4 weeks. Non specific TREK-1 inhibitor, Riluzole (Rilutek®) (60 µg/mL, per os 

ad libitum) (Abcam, PK26124) was used in drinking water for chronic neuropathy model. For 

acute neuropathy model, Riluzole was injected at 7.5mg/kg. Vehicle solutions were injected in 

the control groups. All solutions were prepared just before experiments. 

   Behavior. Pain scores were determined with strict adherence to ethical guidelines 

(Zimmermann, 1983). The typical symptoms of neuropathic pain, allodynia and hyperalgesia, 

were examined using following tests. Observers were blind to the group treatment of the mice 

for all of these described tests. 

   Tail Immersion test. Nociceptive responsiveness was determined using the cold water (10°C) 

immersion tail test. The tail or the paw was immersed in a temperature-controlled water bath 

until withdrawal was observed (cutoff time, 30 seconds). Reaction scores were the result of 2 

averaged separate withdrawal latency time determinations. The latency to the first rapid tail 

flick represented the behavioral endpoint (JANSSEN et al., 1963). Baseline measurements of tail-

flick latencies were collected on all subjects before and after oxaliplatin injection and pain. Anti-

nociception activity of molecule was determined by latency tail flick measure at differents time 

points: D0 – D7 – D14 – D21 –D28 for all groups: control group, group treated with oxaliplatin 

only, riluzole only (60 µg/mL p.o) or combined oxaliplatin-riluzole group.  
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   Von Frey test. Mechanical allodynia and hyperalgesia were assessed using calibrated von Frey 

hair filaments of three different bending forces (0.07, 0.6 and 1.4 g). The filaments, tested in 

order of increasing stiffness, were applied five times, perpendicularly to the plantar surface of 

hindpaw and pressed until they bent applied with an interval of 3–5 s between each stimulation. 

The first filament which evoked at least one response was assigned as the threshold (Tal and 

Bennett, 1994). The paw pressure test was used as described by Randall and Selitto (1957), by 

applying increasing pressure to the right hind paw until a paw withdrawal threshold was 

obtained. Baseline measurements were collected and measures were repeated at differents time 

points for all groups. 

   Acetone Test. Threshold reflex responses to innocuous cool temperatures were assessed using 

acetone test. This test was used to measure sensitivity to cold between 15 and 20°C. In this 

assay, a drop (20μL) of acetone is gently applied to the the upper lip area skin surface and the 

total time spent in acetone-evoked behaviors (grooming, scratching and flinching) over a 1-

minute. Acetone test was repeated 2 times from day 0 to day 4 and average was calculated for 

each day. 

   Brush Test. Threshold reflex responses to mechanical sensitivity were assessed using brush 

test consist to realize strokes of brush on the upper lip area skin surface in mice. For each brush, 

five stimuli were applied with an interval of 3-5 seconds. The number of response to dynamic 

mechanical stimulation was measured. 

   Beam Walk. Gross vestibulomotor function was evaluated with the beam-balance task. The 

beam-balance task involved placing the mice on a suspended narrow wooden beam (12mm wide 

for training and 6 mm wide for test). Performance on the beam is quantified by measuring the 

time it takes for the mouse to cross the beam (80cm) and the number of paw slips that occur in 

the process. The animal was placed on the beam 3 times and the mean of 3 trials was used. 

Beam-balance performance was measured at day 7 and day 28. 

   Adhesive Removal test. The test analyzes both forepaw sensitivity including presence of 

adhesive tape as well as motor impairments of the forepaw. This test was performed as 

previously described (Bouet et al., 2009). Briefly, mice were placed in a transparent box (150 

cm2) for 1 min to allow habituation. Thereafter, the mouse was taken out of the box and one 

adhesive tape (0.3-0.4 cm) was attached on each mouse paw. The order of attaching the tape 

(right or left) was changed between different trials and different animals alike. Thereafter, the 

mouse was put into the box and the time to either contact and to remove the tape was analyzed 

for a total of 120s. 
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   Force swim test (FST). The forced swim test (FST) was similar to the traditional method that is 

described in a detailed reference (Porsolt et al., 1977), with some modifications. Briefly, mice 

were individually forced to swim in an open cylindrical container (diameter 14 cm, height 20 

cm), containing 10 cm of water (depth) at (25 ± 1°C). Each animal was forced to swim for six 

min, and the first immobilization and total duration of immobility were measured. The definition 

of immobility was the absence of all movements, with only motions required to maintain the 

animal’s head above the water.  

   Tail suspension test (TST). The tail suspension test was performed based on a previous 

publication (Steru et al., 1985). Briefly, mice both acoustically and visually isolated were 

suspended 50 cm above the floor by adhesive tape placed approximately 1 cm from the tip of the 

tail. The first immobilization and total test duration of mouse immobility were quantified during 

a test period of 6 min. Mice were considered immobile only when they were passively 

suspended and remained completely motionless.  

   Novelty suppressed feeding test (NSFT). The NSF test was performed according to the method 

described previously (Santarelli et al., 2003). Briefly, animals were food-deprived for 24 h prior 

to the test. Testing was performed in a clear plastic (40 × 40 × 20 cm) arena. A single weighed 

pellet of food (standard chow) was placed on a white circular filter paperplat-form positioned in 

the center of the box. Mice were tested individually after placing them in the corner of the box 

for 5 min. The latency to detect and to eat the food pellet was manually scored. 

   Cellular Biology. T84 human colorectal adenocarcinoma cells (ATCC, Manassas, VA, USA) were 

grown and maintained in a 1:1 (vol/vol) mixture of Dulbecco’s modified Eagle’s medium and 

Ham’s F-12 medium (DMEM/F12, Sigma–Aldrich, St. Louis, USA), supplemented with 10% fetal 

bovine serum and 1% penicillin–streptomycin (Sigma–Aldrich, St. Louis, USA) at 37°C in 5%CO2 

humidified atmosphere. Cells were maintained in high confluency and were passaged using 

0.25% trypsin solution in phosphate-buffered saline without calcium and magnesium every 4–5 

days.  

The viability of cells was measured by a colorimetric MTT assay. Briefly, cells were seeded at 

5000 cells for each well in 96-well culture plate in an enriched medium. The cells were 

incubated at 37°C and 5% CO2 for 24h until complete adherence; the medium was replaced with 

basal medium (without FBS and growth factor) with drugs (Oxaliplatin, Riluzole, Spadine and 

Oxaliplatin/Riluzole combination or Riluzole/Spadine combination) according to the various 

experimental groups. It was again incubated at 37 °C in a 5% CO2 for 24 h; at the end, cells were 

washed twice and MTT was added to each well at 0.5 mg/mL concentration and incubated for 
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another 4h at 37 °C and 5% CO2. Thereafter, dye crystal was dissolved in 100μL of DMSO per 

well. Finally, the optic density (OD) of each well was measured spectrophotometrically at 

wavelength of 570 nmol/L. The OD of control group was taken as 100% cell viability. 

   Immunofluorescence. The mice were anesthetized with pentobarbital (100 mg/kg,i.p.) and 

tissues were fixed through a transcardiac perfusion of 4% paraformaldehyde in PBS and 

postfixed overnight. After a 24-h incubation in 30% sucrose/PBS the tissue was cryostat 

sectioned at 20 μm with the use of the cryotome Leica CM3050S (Leica, Wetzlar, Germany) and 

stored at −80°C until use. The following antibodies were purchased from commercial sources: 

mouse anti-ATF-3 (Santa Cruz E-4; 1/1000), donkey anti-mouse Alexa Fluor 546 (Life Sciences; 

1/1000). Transverse sections of mouse trigeminal ganglia and dorsal root ganglia were 

preincubated for 1 h in PBS containing 0.4% Triton X-100 and 3% donkey serum and then 

immunostained overnight at 4°C in the 0.4% Triton X-100 and 1% donkey serum buffer 

containing primary antibodies. After three washes, sections were incubated in a conjugated 

secondary donkey antibody for 2h at room temperature in the same buffer. Immunostained 

sections were mounted with PermaFluor (ThermoScientific), and images were viewed and 

analyzed with AxioVision software. 

   Histology analysis. After perfusion colons from APCmin mice were collected. We used a Swiss 

roll technique with each colon segment was rolled up longitudinally, with the mucosa outwards, 

using a wooden stick. Colons were placed in PBS 0.1M 4 % PFA and post fixed for 24hours and 

transferred in PBS 0.1M pH7.4 then embedded in paraffin. Each sample was cutting and 

Hematoxyline&Eosine (HE) plus Toluidine Blue staining was performed. Pathology analysis is 

performed by a separate analysis platform, ONIRIS. 

   Statistics. The data obtained were analyzed using the Graphpad Prism software program 

Version 6.0 and expressed as means ± SEM. There were 6-10 animals per group. Statistically 

significatives differences between groups were calculated by the application of an analysis of 

variance (one or two-way ANOVA) followed by Bonferonni test post-hoc. P-Values less than 0.05 

(p <0.05) were considered significant and the levels of significance were set at *p<0.05, **p<0.01 

and ***p<0.001. 

   Study approval. Experimental procedures and animal care and use were performed in 

accordance with the ethics committee regulations of the International Association for the Study 

of Pain. 
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Discussion & Perspectives  

 

Recherchant des cibles moléculaires pour le traitement de la neuropathie induite par 

l’oxaliplatine, nous avons vu dans le chapitre précédent que les canaux HCN1 et HCN2 étaient 

surexprimés au niveau du système nerveux périphérique 4 jours après une injection 

d’oxaliplatine (6mg/kg, i.p.). Nous avons validé pharmacologiquement ces canaux comme étant 

des cibles potentielles pour le traitement de la neuropathie aigue induite par l’oxaliplatine. Il 

reste à évaluer l’intérêt de ces canaux HCN dans la prévention de la neuropathie chronique 

induite par l’oxaliplatine, la tolérance et l’effet éventuel de bloqueurs de ces canaux vis à vis de 

l’effet anticancéreux de la chimiothérapie. D’autres canaux ioniques pourraient représenter des 

cibles moléculaires pour le traitement de la neuropathie induite par l’oxaliplatine. Le canal 

TREK-1 notamment est un canal impliqué dans la physiologie et la pharmacologie de la douleur, 

mais a également été impliqué dans l’effet neuroprotecteur du riluzole. Il est également  un des  

canaux thermo- et/ou mécano-senseurs dont l’expression est modulée par l’effet de 

l’oxaliplatine. En effet, les canaux TREK et TRAAK sont sous exprimés au niveau des DRG 

d’animaux traités avec l’oxaliplatine (Descoeur et al., 2011), et les données obtenues chez les 

animaux KO suggèrent leur implication dans la survenue de l’hypersensibilité douloureuse 

extracéphalique induite par l’oxaliplatine. En revanche, ils ne sont pas sous exprimés au niveau 

trijéminal chez ce même modèle de neuropathie aigue induite par l’oxaliplatine. Quel que soit 

leur niveau d’expression périphérique, nous avons tout de même cherché à savoir si leur 

activation pouvait avoir un effet antalgique chez des animaux traités par l’oxaliplatine. En effet, il 

n’est pas évident que la sous expression des messagers codant ces canaux au niveau des DRG 

puisse empêcher l’action d’un activateur de ces canaux. Il est également possible que l’activation 

de canaux TREK et TRAAK situés au niveau du SNC puisse avoir un effet antalgique. Ne disposant 

pas d’activateurs spécifiques du canal TREK-1, nous avons choisi de tester le riluzole dans notre 

étude. 

 

1) Etude de l’effet antalgique du riluzole et de son mécanisme d’action 

Des données non publiées du laboratoire démontrent un effet antalgique du riluzole dans 

un modèle de douleur inflammatoire induite par injection intraplantaire de carragénine et dans 

un modèle de neuropathie post-traumatique (Figure 25). Nous avons, dans un premier temps, 

recherché à savoir si le riluzole avait un effet antalgique en aigu quatre jours après une injection 
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d’oxaliplatine. Des tests visant à évaluer l'hypersen

ou thermique ont permis de mettre en évidence un effet antalgique du riluzole. 

 

Figure 25 : Evaluation de l’effet du Riluzole dans différentes conditions pathophysiologiques chez des s

L’effet du riluzole a été estimé dans un modèle

neuropathique (CCI, C-D). Les résultats sont représentés par

g.min). Les souris sont traitées soit par le

test de Von Frey et la sensibilité thermique avec le test d’

l’ensemble de valeurs obtenues par groupe de souris (n=8 par groupe) ±

marquée par * pour p <0,05; ** pour p <

 

Une fois l’action antalgique d

d’action. En effet, le riluzole a été montré comme un activateur des canaux TREK

TRAAK (Duprat et al., 2000; Lesage et al., 2000)

cette molécule serait capable d’agir 

(Bellingham, 2011). C’est pourquoi nous avons décidé de comparer l’action antalgique du 

riluzole chez des souris invalidées p

K2P : les canaux TREK-1, TREK

chez les souris triple KO pour les 3 membres de la famille K2P, traduisant le rôle essentiel 

de cette sous-famille de canaux K2P dans l’effet d

simple a permis de montrer que cette action était totalement perdue chez les souris simple KO 
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d’oxaliplatine. Des tests visant à évaluer l'hypersensibilité douloureuse qu'elle soit mécanique 

ou thermique ont permis de mettre en évidence un effet antalgique du riluzole. 

: Evaluation de l’effet du Riluzole dans différentes conditions pathophysiologiques chez des s

a été estimé dans un modèle de douleur inflammatoire (carragénine, A-B) et un modèle de douleur 

résultats sont représentés par la cinétique d’effet du riluzole et l'aire sous la courbe 

Les souris sont traitées soit par le véhicule ou le riluzole (7.5mg/kg). La sensibilité mécanique

la sensibilité thermique avec le test d’immersion de la queue à 46 ° C. Les valeurs

nsemble de valeurs obtenues par groupe de souris (n=8 par groupe) ± SEM. NS: non significatif.

pour p <0,01 et p *** <0,001. Two-Way ANOVA avec post-test de Bonferroni.

Une fois l’action antalgique du riluzole avérée, nous avons voulu vérifier sa spécificité 

d’action. En effet, le riluzole a été montré comme un activateur des canaux TREK

(Duprat et al., 2000; Lesage et al., 2000) mais des données de la littérature montrent que 

cette molécule serait capable d’agir in vitro sur de nombreuses autres cibles mo

. C’est pourquoi nous avons décidé de comparer l’action antalgique du 

riluzole chez des souris invalidées pour les différents membres de cette sous

1, TREK-2 et TRAAK. L’action anti-hyperalgique est totalement perdue 

chez les souris triple KO pour les 3 membres de la famille K2P, traduisant le rôle essentiel 

famille de canaux K2P dans l’effet du riluzole sur la douleur. L’utilisation de KO 

simple a permis de montrer que cette action était totalement perdue chez les souris simple KO 
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sibilité douloureuse qu'elle soit mécanique 

ou thermique ont permis de mettre en évidence un effet antalgique du riluzole.  

 

: Evaluation de l’effet du Riluzole dans différentes conditions pathophysiologiques chez des souris sauvages. 

B) et un modèle de douleur 

aire sous la courbe (AUC, 

mécanique a été évaluée avec le 

Les valeurs sont la moyenne de 

significatif. Différence significative 

test de Bonferroni. 

, nous avons voulu vérifier sa spécificité 

d’action. En effet, le riluzole a été montré comme un activateur des canaux TREK-1, TREK-2 et 

mais des données de la littérature montrent que 

sur de nombreuses autres cibles moléculaires 

. C’est pourquoi nous avons décidé de comparer l’action antalgique du 

our les différents membres de cette sous-famille des canaux 

hyperalgique est totalement perdue 

chez les souris triple KO pour les 3 membres de la famille K2P, traduisant le rôle essentiel in vivo 

u riluzole sur la douleur. L’utilisation de KO 

simple a permis de montrer que cette action était totalement perdue chez les souris simple KO 
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TREK-1 et conservée chez les souris simple KO TREK-2 et TRAAK. La spécificité du riluzole 

semble donc concerner uniquement le canal TREK-1.  

Il est à noter que l’effet antalgique du riluzole est retrouvé au niveau extracéphalique 

mais également au niveau de la sphère orofaciale, ce qui s'avère intéressant au vue des données 

d'expression des transcrits de ces canaux TREK et TRAAK. En effet, ces canaux étaient sous-

exprimés au niveau des DRGs chez les animaux traités par oxaliplatine alors que leurs 

expressions restaient inchangées dans les TGs. L'hypothèse d'un effet central du riluzole avait 

été faite et validée chez un modèle de douleur inflammatoire induite par injection intraplantaire 

de carragénine (Figure 26) et semble se confirmer chez des animaux traités à l’oxaliplatine 

(Figure 27). En effet, l'injection localisée de spadine, inhibiteur spécifique du canal TREK-1 a 

permis de supprimer l'effet antalgique du riluzole lorsque que les canaux TREK-1 étaient 

bloqués au niveau spinal ou supraspinal mais pas au niveau local (intraplantaire) dans le modèle 

inflammatoire à la carragénine. Il est connu que le riluzole active directement le canal TREK-1 

(Duprat et al., 2000) mais cette activation a été montrée comme transitoire. Un autre mécanisme 

pourrait donc être mis en jeu pour expliquer l'effet antalgique de cette molécule. Des données 

existantes proposent une hypothèse d'activation indirecte du canal. Il a été montré que la 

morphine était capable d'activer le canal ionique TREK-1, canal situé en aval du récepteur 

opoïde µ (Devilliers et al., 2013). Ce récepteur µ est couplé à une protéine Gi, à l'origine d'une 

cascade de signalisation limitant la phosphorylation du canal TREK-1, canal inactivé sous sa 

forme phosphorylée (Patel et al., 1998). En effet, la protéine Gi est négativement couplée à 

l'adénylate cyclase qui est normalement responsable de l'activation de la PKA. L’activation des 

récepteurs couplés aux protéines Gi empêche alors ces phosphorylations et permettrait la levée 

d’inhibition, ou activation, des canaux TREK-1. Des données de la littérature ont révélé un 

mécanisme similaire par lequel un des récepteurs métabotropiques au glutamate du groupe III 

couplé à une protéine Gi, mGluR4, serait capable d’augmenter l’activité du canal TREK-1 (Cain et 

al., 2008). C’est pour cette raison que nous avons voulu savoir si ce récepteur était également 

impliqué dans l’action antalgique du riluzole.  
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Figure 26 : Effet central du Riluzole dans un modèle de douleur inflammatoire induit par l’injection de carragénine.

La douleur a été évaluée par le test d’immersion de la patte à 46°C. Les souris WT ont été traitées par le riluzole (différentes 

doses indiquées en µg, en 3 points d’injections différents

l’injection de carragénine. Les differences significatives entre les groupes riluzole et vé

*** p<0,001, Two-way ANOVA avec Dunett post

 

Figure 27 : Effet central du Riluzole dans un modèle de neuropathie 

La douleur a été évaluée par le test d’immersion de la patte à 10°C au 4

(injectée localement à la dose de 10-4

injectée 30min avant l’injection de riluzole (7.5mg/kg). 

sont marquées par des * avec * p<0,05, ***
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Riluzole dans un modèle de douleur inflammatoire induit par l’injection de carragénine.

valuée par le test d’immersion de la patte à 46°C. Les souris WT ont été traitées par le riluzole (différentes 

doses indiquées en µg, en 3 points d’injections différents : intraplantaire (A-C), it (D) et icv (E)) adminitré 240min après 

Les differences significatives entre les groupes riluzole et véhicule sont marqué

Dunett post-test. 

: Effet central du Riluzole dans un modèle de neuropathie chimio-induite à l’oxaliplatine.

par le test d’immersion de la patte à 10°C au 4e jour après l’injection d’oxaliplatine. La spadine 
4M en intraplantaire et 10-7M en intrathécale et intracérébrov

injectée 30min avant l’injection de riluzole (7.5mg/kg). Les differences significatives entre les groupes riluzole et vé

p<0,05, *** p<0,001, Two-way ANOVA avec Bonferonni post-test. 

induites à l’oxaliplatine 
Discussion & Perspectives 

 

 
Riluzole dans un modèle de douleur inflammatoire induit par l’injection de carragénine. 
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L’utilisation de souris  invalidées pour mGluR4 a ainsi montré que l’action du riluzole 

était totalement perdue chez ces souris KO (Figure 28). Il est en effet connu que le riluzole 

possède un rôle dans la diminution de l’effet excitotoxique du glutamate extracellulaire en 

inhibant sa libération et en activant les récepteurs au glutamate postsynaptiques (Bellingham, 

2011). Ce mécanisme d’action permet donc de justifier son action sur les récepteurs au 

glutamate notamment les récepteurs métabotropique avec l'implication de mGluR4 et la perte 

d’action du riluzole chez ces souris KO.  

 

 

Figure 28 : Implication des canaux K2P et des récepteurs mGluR dans l’effet antalgique du riluzole. 

Les résultats sont exprimés sous la forme d’une cinétique et les aires sous la courbe (AUC, g.min). Cette cinétique est 

réalisée 4h après induction de l’inflammation (injection de carragénine) et la sensibilité thermique est évaluée par le test 

d’immersion de la patte à 46°C. Les souris WT, KO pour TREK-1, TREK-2, Triple KO et mGluR4 sont traitées soit avec le 

vehicule ou par le riluzole (7.5mg/kg, ip). 

 

D’autres récepteurs glutamatergiques, autre que le récepteur mGluR4, pourraient être à 

l’origine de cette régulation du canal TREK-1. En effet, l’ensemble des récepteurs 

métabotropiques au glutamate ont été identifiés dans la plupart des structures impliquées dans 

la transmission de l’information douloureuse, de la périphérie au niveau central, et sont capables 

de moduler la perception de la douleur. D’un point de vue pharmacologique, il pourra être 

envisagé de bloquer cette douleur en bloquant les récepteurs ionotropiques et les récepteurs 

métabotropiques de classe I, responsables d’une augmentation de l’activité glutamatergique, ou 
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en activant les récepteurs métabotropiques de classe II et III qui régulent négativement la 

transmission glutamatergique (Chiechio and Nicoletti, 2012; Montana and Gereau, 2011; Palazzo 

et al., 2014). Les classes II et III (dont fait parti mGluR4) sont couplé

pourraient participer à l’hypothèse de régulation du canal TREK

C’est pourquoi, nous nous sommes proposé

imputé à une ou plusieurs classes de récepteurs métabotropiques

antagonistes spécifiques des classes II (LY

avec le riluzole afin d’observer une éventuelle spécificité d’action.

ont été préalablement choisies en fonction des doses retrouvées dans la littérature. Un effet dose 

a été réalisé pour le CPPG (doses de 1, 2.5 et 5mg/kg)

classe III (LSP4-2022) pour vérifier la perte d’action de la molécule

la dose de 5mg/kg. Concernant la molécule LY143495, l’effet dose sera à réaliser mais n’a pour 

l’instant pas pu être réalisé n’ayant pas d’agoniste de classe II à disposition. En revanche, le 

LY143495 étant également cons

l’utilisation d’un agoniste III a été utilisé pour vérifier que

conservée à la dose de LY143295 utilisé

Figure 29 : Tests sur les doses d’antagonistes des récepteurs métabotropiques au glutamate II (LY341495) et III 

Un effet dose à été réalisé avec le CPPG (CPPG1 1mg/kg, CPPG2 2.5 mg/kg, CPPG3 5mg/kg) en combinaison avec un 

agoniste de la classe III (LSP4-2022, 10mg/kg) et la spécifité du LY341495 pour la classe II à la dose de 1mg/kg a été testé

en combinaison avec ce même agoniste III.

 

Les résultats obtenus no

pas permis de bloquer l’action du riluzole alors qu’elle était totalement perdue avec le CPPG 

(5mg/kg), suggérant une spécificité d’action 

membres dont mGluR4, 7 et 8 (ainsi que 

montre peu d’intérêt ici) qui sont exprimés dans la plupart des structures

transmission de l’information douloureuse notamment au niveau de la corne dorsale de la 
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en activant les récepteurs métabotropiques de classe II et III qui régulent négativement la 

(Chiechio and Nicoletti, 2012; Montana and Gereau, 2011; Palazzo 

classes II et III (dont fait parti mGluR4) sont couplées à un

t participer à l’hypothèse de régulation du canal TREK-1 qui a été observé

C’est pourquoi, nous nous sommes proposés de vérifier si l’effet du riluzole pouvait être 

imputé à une ou plusieurs classes de récepteurs métabotropiques au glutamate. Pour cela, des 

antagonistes spécifiques des classes II (LY-143495) et III (CPPG) ont été utilisés en combinaison 

avec le riluzole afin d’observer une éventuelle spécificité d’action. Des doses de ces antagonistes 

es en fonction des doses retrouvées dans la littérature. Un effet dose 

pour le CPPG (doses de 1, 2.5 et 5mg/kg) en combinaison avec un agoniste de la 

2022) pour vérifier la perte d’action de la molécule, validant ainsi l’util

la dose de 5mg/kg. Concernant la molécule LY143495, l’effet dose sera à réaliser mais n’a pour 

l’instant pas pu être réalisé n’ayant pas d’agoniste de classe II à disposition. En revanche, le 

ant également considéré comme un antagoniste de la classe III à plus forte dose, 

l’utilisation d’un agoniste III a été utilisé pour vérifier que l’action de cette molécule est

conservée à la dose de LY143295 utilisée, justifiant ainsi une action sur la classe II 

: Tests sur les doses d’antagonistes des récepteurs métabotropiques au glutamate II (LY341495) et III 

Un effet dose à été réalisé avec le CPPG (CPPG1 1mg/kg, CPPG2 2.5 mg/kg, CPPG3 5mg/kg) en combinaison avec un 

2022, 10mg/kg) et la spécifité du LY341495 pour la classe II à la dose de 1mg/kg a été testé

on avec ce même agoniste III. 

Les résultats obtenus nous ont donc montré que l’utilisation du LY143495 (1mg/

pas permis de bloquer l’action du riluzole alors qu’elle était totalement perdue avec le CPPG 

(5mg/kg), suggérant une spécificité d’action via la classe III (Figure 30). Cette classe comporte 4 

dont mGluR4, 7 et 8 (ainsi que mGluR6 qui,  de par sa localisation dans 

sont exprimés dans la plupart des structures

transmission de l’information douloureuse notamment au niveau de la corne dorsale de la 
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: Tests sur les doses d’antagonistes des récepteurs métabotropiques au glutamate II (LY341495) et III (CPPG). 

Un effet dose à été réalisé avec le CPPG (CPPG1 1mg/kg, CPPG2 2.5 mg/kg, CPPG3 5mg/kg) en combinaison avec un 

2022, 10mg/kg) et la spécifité du LY341495 pour la classe II à la dose de 1mg/kg a été testée 

’utilisation du LY143495 (1mg/kg) n’a 

pas permis de bloquer l’action du riluzole alors qu’elle était totalement perdue avec le CPPG 

. Cette classe comporte 4 

sa localisation dans la rétine, 
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moelle épinière. Nous souhaitons, en perspective à court terme, évaluer si l’action du riluzole 

nécessite spécifiquement l’implication du récepteur 

de la classe III pourraient être impliqués. Pour ce faire, nous disposons d’outils 

pharmacologiques, agonistes, antagonistes ou modulateurs allostériques spécifiques des 

récepteurs mGlu7 et mGlu4, ainsi que d’ani

mGluR7. Il est cependant important de noter que des données préliminaires obtenues à l'IGF de 

Montpellier dans l'équipe du Dr. Cyril Goudet 

riluzole sur les 8 membres de la famille des récepteurs métabotropiques au glutamate. D'autres 

hypothèses ont été émises concernant le mécanisme d'action glutamatergique du riluzole. En 

effet, il a été observé que le riluzole était capable d'au

glutamate en augmentant l'affinité de celui

(Fumagalli et al., 2008).  

Figure 30 : Action antalgique de composés 

 LY341495 (1mg/kg) = antagoniste de la classe II des récepteurs métabotropiques au glutamate, CPPG (5mg/kg) =     

antagoniste de la classe III des récepteurs métabotropiques au gluta

inflammatoire carragénine, évaluation de la douleur à l’aide du test d’immersion de la patte à 46°C lors d’une cinétique 

débutant 4h après l’induction de l’inflammation.

 

 Pour étayer l’hypothèse d’un couplag

mGluR de classe III, une molécule agoniste du récepteur mGluR4, le LSP4

pu être observé que le LSP4-2022 perd son action antalgique chez les souris invalidées pour 

mGluR4 mais également pour le canal TREK
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Nous souhaitons, en perspective à court terme, évaluer si l’action du riluzole 

nécessite spécifiquement l’implication du récepteur mGlu4 (mGluR4), ou si les autres récepteurs 

de la classe III pourraient être impliqués. Pour ce faire, nous disposons d’outils 

pharmacologiques, agonistes, antagonistes ou modulateurs allostériques spécifiques des 

récepteurs mGlu7 et mGlu4, ainsi que d’animaux invalidés génétiquement pour le récepteur 

mGluR7. Il est cependant important de noter que des données préliminaires obtenues à l'IGF de 

Montpellier dans l'équipe du Dr. Cyril Goudet n'ont pas permis d'observer d'actions directes 

membres de la famille des récepteurs métabotropiques au glutamate. D'autres 

hypothèses ont été émises concernant le mécanisme d'action glutamatergique du riluzole. En 

e le riluzole était capable d'augmenter significativement la re

glutamate en augmentant l'affinité de celui-ci pour différents transporteurs au glutamate 

 

: Action antalgique de composés activateurs de la classe III des récepteurs métabotropiques au glutamate.

LY341495 (1mg/kg) = antagoniste de la classe II des récepteurs métabotropiques au glutamate, CPPG (5mg/kg) =     

antagoniste de la classe III des récepteurs métabotropiques au glutamate, Ril = riluzole utilisé à 7.5mg/kg. Modèle 

inflammatoire carragénine, évaluation de la douleur à l’aide du test d’immersion de la patte à 46°C lors d’une cinétique 

débutant 4h après l’induction de l’inflammation. 

Pour étayer l’hypothèse d’un couplage fonctionnel entre le canal TREK

mGluR de classe III, une molécule agoniste du récepteur mGluR4, le LSP4-2022, a été utilisée. Il a 

2022 perd son action antalgique chez les souris invalidées pour 

également pour le canal TREK-1 (Figure 31). Des données comparables ont 
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également été observées avec d’autres agonistes des récepteurs métabotropiques 

de classe III, dont fait parti

allostérique positif de mGluR4, 

l’équipe du pr Francine Acher (Paris Descartes) et beaucoup plus spécifique de mGluR4, le LSP2

9166 (données non présentées). Ces données 

démontré l’existence d’une régulation en amont du canal TREK

mécanisme faisant intervenir la protéine Gi du récepteur mGluR4 sur l'état de phosphorylation 

du canal TREK-1 (Cain et al., 2008)

 

Figure 31 : Etude de la spécificité d’action du riluzole sur les récepteurs métabotropiques au glutamate. 

LSP4-2022 = agoniste spécifique du récepteur métabotropique au glutamate 4 (mGluR4)  Modèle infl

carragénine, évaluation de la douleur à l’aide du test d’immersion d

l’induction de l’inflammation chez des animaux WT et KO pour mGluR4 ou TREK

 

Une fois le potentiel antalgique du riluzole établi, nous nous sommes intéressés aux 

possibles effets indésirables 

particulier les possibles effets moteurs ou sédatifs qui pourraient biaiser les résultats obtenus 

avec les tests de douleurs qui sont en grande majorité des tests réflexes. Il a ainsi pu être 

constaté que le riluzole ne présente que peu d’effets indésirables et, en cohérence avec la 

bibliographie, semble être une molécule bien toléré
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également été observées avec d’autres agonistes des récepteurs métabotropiques 

de classe III, dont fait partie mGluR4 notamment avec la molécule PHCCC

allostérique positif de mGluR4, ainsi qu'avec une molécule agoniste récemment synthétisé

l’équipe du pr Francine Acher (Paris Descartes) et beaucoup plus spécifique de mGluR4, le LSP2

9166 (données non présentées). Ces données in vivo s’ajoutent aux données 

l’existence d’une régulation en amont du canal TREK-1 par le récepteur mGluR4, 

mécanisme faisant intervenir la protéine Gi du récepteur mGluR4 sur l'état de phosphorylation 

(Cain et al., 2008). 

icité d’action du riluzole sur les récepteurs métabotropiques au glutamate. 

2022 = agoniste spécifique du récepteur métabotropique au glutamate 4 (mGluR4)  Modèle infl

carragénine, évaluation de la douleur à l’aide du test d’immersion de la patte à 46°C lors d’une cinétique débutant 4h après 

l’induction de l’inflammation chez des animaux WT et KO pour mGluR4 ou TREK-1. 

Une fois le potentiel antalgique du riluzole établi, nous nous sommes intéressés aux 

possibles effets indésirables pouvant survenir suite à l’utilisation de cette molécule, en 

particulier les possibles effets moteurs ou sédatifs qui pourraient biaiser les résultats obtenus 

avec les tests de douleurs qui sont en grande majorité des tests réflexes. Il a ainsi pu être 

staté que le riluzole ne présente que peu d’effets indésirables et, en cohérence avec la 

bibliographie, semble être une molécule bien tolérée (Grossman et al., 2014)
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2022 = agoniste spécifique du récepteur métabotropique au glutamate 4 (mGluR4)  Modèle inflammatoire à la 

e la patte à 46°C lors d’une cinétique débutant 4h après 

Une fois le potentiel antalgique du riluzole établi, nous nous sommes intéressés aux 

pouvant survenir suite à l’utilisation de cette molécule, en 

particulier les possibles effets moteurs ou sédatifs qui pourraient biaiser les résultats obtenus 

avec les tests de douleurs qui sont en grande majorité des tests réflexes. Il a ainsi pu être 

staté que le riluzole ne présente que peu d’effets indésirables et, en cohérence avec la 

(Grossman et al., 2014). En effet, jusqu’à la 
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dose utilisée de 7,5 mg/kg, aucu

le test du rotarod ou de l’actimètre. Aucun signe de sédation n’a par ailleurs été décelé lors de la 

réalisation de ces deux tests. De plus, en comparaison avec la morphine, la tolérance du riluzole 

semble également bonne puisque l’admini

diminution de l’effet antalgique au cours du temps 

 

Figure 32 : Le riluzole présente peu d’effets indésirables et une bonne tolérance. 

Le riluzole (7.5mg/kg) n’induit pas d’effets locomoteurs et sédatifs, observés avec le test d’actimétrie (A) et de rotarod (B

Cette molécule n’induit également pas de phénomène de

injections bi-quotidiennes répétées pendant 8 jours de ces molécules. 

 

L’ensemble de ces résultats ont permis de montrer l’action antalgique du riluzole dans 

des conditions de douleurs neuropa

nécessite la présence du canal TREK

puisque l’utilisation de souris invalidées pour ces gènes a montré une perte d’action du riluzole

L’effet semble impliquer principalement 

du riluzole ne présente pas d’effets indésirables et possède une bonne tolérance.
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dose utilisée de 7,5 mg/kg, aucune altération de la locomotion n’a été observée

le test du rotarod ou de l’actimètre. Aucun signe de sédation n’a par ailleurs été décelé lors de la 

réalisation de ces deux tests. De plus, en comparaison avec la morphine, la tolérance du riluzole 

semble également bonne puisque l’administration répétée de la molécule n’engendre pas de 

diminution de l’effet antalgique au cours du temps (Figure 32). 

: Le riluzole présente peu d’effets indésirables et une bonne tolérance. 

Le riluzole (7.5mg/kg) n’induit pas d’effets locomoteurs et sédatifs, observés avec le test d’actimétrie (A) et de rotarod (B

Cette molécule n’induit également pas de phénomène de tolérance comme observé avec la morphine (3mg/kg) suite à des 

quotidiennes répétées pendant 8 jours de ces molécules.  

L’ensemble de ces résultats ont permis de montrer l’action antalgique du riluzole dans 

des conditions de douleurs neuropathiques chimio-induites à l’oxaliplatine

nécessite la présence du canal TREK-1 et du récepteur métabotropique au glutamate de type 4 

puisque l’utilisation de souris invalidées pour ces gènes a montré une perte d’action du riluzole

principalement les acteurs moléculaires centraux. De plus, l’utilisation 

du riluzole ne présente pas d’effets indésirables et possède une bonne tolérance.
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: Le riluzole présente peu d’effets indésirables et une bonne tolérance.  

Le riluzole (7.5mg/kg) n’induit pas d’effets locomoteurs et sédatifs, observés avec le test d’actimétrie (A) et de rotarod (B). 

tolérance comme observé avec la morphine (3mg/kg) suite à des 

L’ensemble de ces résultats ont permis de montrer l’action antalgique du riluzole dans 

induites à l’oxaliplatine. Cette action 

1 et du récepteur métabotropique au glutamate de type 4 

puisque l’utilisation de souris invalidées pour ces gènes a montré une perte d’action du riluzole. 

. De plus, l’utilisation 

du riluzole ne présente pas d’effets indésirables et possède une bonne tolérance. 
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2) Mise au point et caractérisation d’un modèle murin de neuropathie 

chronique à l’oxaliplatine et des troubles associés 

 La neuropathie chronique induite par l'administration répétée d’oxaliplatine se traduit par 

l'apparition de symptômes douloureux mais également de troubles moteurs et de comorbidités 

(anxiété et dépression) impactant directement la qualité de vie des patients (Jaggi and Singh, 

2012; Park et al., 2008).  

Une partie de ce travail de thèse consistait à mettre au point et étudier la physiopathologie 

d’un modèle murin de neuropathie chronique chimio-induite à l'oxaliplatine mimant l'ensemble 

des symptômes associés à cette neurotoxicité. Afin de mimer la répétition des cures de 

chimiothérapie chez les patients, une série d'injections d'oxaliplatine a été réalisée chez notre 

modèle  de souris à raison de deux injections par semaine à la dose de 6mg/kg durant 28 jours. Les 

sympômes douloureux ont été évalués à l’aide de tests d'hypersensibilité douloureuse thermique 

et mécanique au niveau céphalique et extracéphalique. Ces tests ont été choisis afin de rechercher, 

chez la souris, les symptômes douloureux observés en clinique caractérisés, entre autres, par une 

hypersensibilité au froid apparaissant chez les patients au niveau des extrémités (main & pieds) 

mais également au niveau de la sphère orofaciale. Contrairement à la neuropathie aigue, la forme 

chronique s'accompagne, à plus long terme, de troubles moteurs et de comorbidités telles que 

l'anxiété et la dépression apparaissant avec la répétition des cures de chimiothérapie. Toujours 

dans le but de rechercher les effets indésirables observés en clinique, ces symptômes ont été 

évalués chez la souris. Notre modèle a ainsi mis en évidence une hypersensibilité douloureuse 

notamment au froid au niveau des deux territoires périphérique et orofacial ainsi que le 

développement de troubles proprioceptifs, d'anxiété et de dépression. 

Le canal TREK-1 est connu pour être impliqué dans la perception de la douleur 

polymodale, la dépression et la neuroprotection. Nous avons vu qu’un activateur connu de ce 

canal, le riluzole, est efficace vis-à-vis des symptomes douloureux aigus. Par ailleurs, le riluzole a 

également démontré un effet antidépresseur et neuroprotecteur. Le mécanisme d’action 

antidépresseur du riluzole n’est pas connu. De plus, compte tenu de l’effet antidépresseur de la 

spadine, bloqueur spécifique de TREK-1, il n’était pas attendu l’implication du canal dans l’effet 

antidépresseur du riluzole. Chez le modèle chronique, l’ensemble des symptômes douloureux, 

moteurs et les comorbidités, à l’exception de l’anxiété, ont pu être prévenus partiellement ou 

totalement par le traitement au riluzole (Figure 33). De plus, il semblerait que l'effet 

neuroprotecteur du riluzole serait impliqué dans l'effet antalgique de cette molécule car il a été 

observé une augmentation du marqueur de lésion neuronale chez les souris traitées à 

l'oxaliplatine, marquage réversé lorsque la chimiothérapie est combinée avec le riluzole. 
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Concernant ses effets sur les comorbidités comme la dépression, il semblera

conséquence d'une amélioration de l'état général notamment la réduction de l'hypersensibilité 

douloureuse puisque le riluzole n'améliore pas les symptômes dépressifs lorsqu'il est administré 

en point final en traitement curatif (7.5mg/k

dans l'eau de boisson des animaux (60µg/mL 

qui montrent à l’inverse que l'inhibition du canal TREK

anti-dépresseur mais aucun effet sur la douleur 

 

Figure 33 : Le traitement à l’oxaliplatine (6mg/kg) entraine un état anxieux et dépressif.

Paramètres mesurés en point final (J28) avec le test de l’Open Field

au centre pour l’anxiété. Ces 2 comorbidités sont présentes chez les souris WT traité

permis de réverser uniquement les symptômes dépressifs.

 

 D’autres paramètres ont été étudiés 

induite par l’oxaliplatine. Parmi les effets indésirables connus de l’oxaliplatine, nous avons 

observé une toxicité hématologique importante caractérisée par une diminution drastique des 

lignées rouge et blanche (cette 

et des plaquettes. Cette diminution s’est 

des érythrocytes avec présence de dacryocytes et schizocytes.

amplifiées par le traitement combiné avec le riluzol

(Figure 34). En revanche, le taux de lymphocytes semble être améli

combiné oxaliplatine-riluzole. 

conséquences au niveau hématologique peuvent s’expliquer par la capacité de l’oxaliplatine à se 

lier de manière irréversible aux 

(Graham et al., 2000). La thro

s’avère être la conséquence d’une atteinte médullaire 

fréquente, des cas d’anémie et de leucopénie 
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es effets sur les comorbidités comme la dépression, il semblera

conséquence d'une amélioration de l'état général notamment la réduction de l'hypersensibilité 

douloureuse puisque le riluzole n'améliore pas les symptômes dépressifs lorsqu'il est administré 

en point final en traitement curatif (7.5mg/kg, ip) mais seulement en administration préventive 

dans l'eau de boisson des animaux (60µg/mL ). Ceci reste en accord avec les données existantes 

qui montrent à l’inverse que l'inhibition du canal TREK-1, via l'utilisation de spadine, a un effet 

sseur mais aucun effet sur la douleur (Moha Ou Maati et al., 2012). 

: Le traitement à l’oxaliplatine (6mg/kg) entraine un état anxieux et dépressif.

Paramètres mesurés en point final (J28) avec le test de l’Open Field : temps d’immobilité pour la dépression et temps passé 

au centre pour l’anxiété. Ces 2 comorbidités sont présentes chez les souris WT traitées à l’oxaliplatine mais le riluzole a 

permis de réverser uniquement les symptômes dépressifs. 

ont été étudiés dans notre modèle murin de neuropathie chronique 

. Parmi les effets indésirables connus de l’oxaliplatine, nous avons 

observé une toxicité hématologique importante caractérisée par une diminution drastique des 

lignées rouge et blanche (cette diminution ne concerne que la sous-population des lymphocytes) 

et des plaquettes. Cette diminution s’est également accompagnée d’anomalies morphologiques 

avec présence de dacryocytes et schizocytes. Ces atteintes ne semblent pas 

par le traitement combiné avec le riluzole, qui n’a seul, aucun effet hématotoxique 

En revanche, le taux de lymphocytes semble être amélioré par le traitement 

 Cet effet bénéfique du riluzole reste à élucid

conséquences au niveau hématologique peuvent s’expliquer par la capacité de l’oxaliplatine à se 

lier de manière irréversible aux protéines sanguines notamment l’albumine et les é

. La thrombocytopénie touche également plus de 70% des patients et 

s’avère être la conséquence d’une atteinte médullaire (Jardim et al., 2012)

fréquente, des cas d’anémie et de leucopénie ont également été rapportés. 
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Figure 34 : Analyse sanguine dans 

(6mg/kg

Observation d’une reduction drastique 

morphologiques concernant les ertyhrocytes (marqué par une flèche). 

differences entre les différentes groupes marqués

Bonferroni post-hoc.  

 Ce modèle murin de n

observés en clinique en mimant différentes toxicités liées à l’oxaliplatine. La pertinence de ce 

modèle pourrait davantage être renforcée par la vérification de l’existence d’autres toxicités 

liées au traitement par l’oxaliplatine, notamment au niveau digestif et hépatique. Concernant la 
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: Analyse sanguine dans le modèle de neuropathie chronique chimio-induite 

(6mg/kg, i.p. ; 2 fois/semaine pendant 4 semaines) à J28. 

Observation d’une reduction drastique au niveau de la numération de différents types cellulaires sanguins et anomalies 

morphologiques concernant les ertyhrocytes (marqué par une flèche). Valeurs moyennes exprimées ± SEM. 

oupes marqués par des *; * pour p<0,05; ** for 0.01;  ***

Ce modèle murin de neuropathie chronique semble donc proche des symptômes 

observés en clinique en mimant différentes toxicités liées à l’oxaliplatine. La pertinence de ce 

pourrait davantage être renforcée par la vérification de l’existence d’autres toxicités 

liées au traitement par l’oxaliplatine, notamment au niveau digestif et hépatique. Concernant la 
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 à l’oxaliplatine  

au niveau de la numération de différents types cellulaires sanguins et anomalies 

Valeurs moyennes exprimées ± SEM. Significatives 

*** p<0,001. ANOVA1 et 

europathie chronique semble donc proche des symptômes 

observés en clinique en mimant différentes toxicités liées à l’oxaliplatine. La pertinence de ce 

pourrait davantage être renforcée par la vérification de l’existence d’autres toxicités 

liées au traitement par l’oxaliplatine, notamment au niveau digestif et hépatique. Concernant la 
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toxicité digestive, l’oxaliplatine est rarement la cause de troubles digestifs, sa dose limitante 

étant plus associée à la neurotoxicité (Lee et al., 2014). Peu de données existent sur la toxicité 

gastro-intestinale (Bullinger et al., 2011; Nassini et al., 2011) mais il a cependant été montré que 

l’apparition de mucites et de dommages au niveau de l’épithélium gastro-intestinal sont la 

résultante de l’activation d’une cascade inflammatoire (Nukatsuka et al., 2012). Des études 

complémentaires restent à effectuer afin de comprendre de façon précise les voies moléculaires 

mises en jeu. 

 
Figure 35 : Mécanismes d’action de la neurotoxicité aigue et chronique induite par les composés de platine 

 (Avan et al., 2015). 

 

De nombreux mécanismes ont déjà été mis en évidence pour tenter d'expliquer les 

causes de l'apparition de ces neuropathies chimio-induites (Figure 35). Concernant nos travaux, 

cette caratérisation multimodale du modèle nous a permis de mieux comprendre la 

physiopathologie de la neuropathie induite par l’oxaliplatine et de proposer le canal TREK-1 

comme cible moléculaire pour la prévention de la neuropathie et des comorbidiés induites par 

cette molécule. Nos résultats suggèrent que l’activation du canal TREK-1 par le riluzole réverse 

une grande partie des manifestations associées à la neurotoxicité de l’oxaliplatine et l’ensemble 

des résultats offre des perspectives cliniques intéressantes. De plus, il semblerait que d'autres 

propriétés de cette molécule pourraient être utiles et seront développées dans le point suivant. 

A ce stade, il nous est apparu crucial de rechercher si le riluzole pouvait ou non entraver l’effet 

anticancéreux de l’oxaliplatine. 
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3) Influence du riluzole sur les propriétés antiproliférative et cancéreuse 

de l’oxaliplatine 

Plusieurs études in vitro ont permis de montrer que le riluzole avait la capacité de 

diminuer la migration, l’invasion, ainsi que la prolifération de cellules issues de mélanome (Le et 

al., 2010). Cet effet « anti-cancéreux » semble être lié à l’action du riluzole sur la signalisation 

glutamatergique via son action sur les récepteurs métabotrobiques au glutamate mais 

également sur d’autres mécanismes notamment de l’apoptose, de l’angiogénèse ou de l’invasion 

cellulaire. Tout ceci montre donc un intérêt pour une éventuelle utilisation en combinaison avec 

d’autres chimiothérapies (Yu et al., 2015). 

De la même façon, au sein de notre équipe, nous avons pu mettre en évidence l’action 

antiproliférative du riluzole sur des cellules T84 et CT26 (respectivement cellules issues de 

carcinômes colorectaux humains et murins) avec le test MTT8 (article II, fig. 8B) ainsi que sa 

capacité à réduire la migration de ces mêmes cellules avec l’utilisation du test de la blessure9 

pour les cellules CT26 (données non présentées), ce test sera prochainement réalisé sur les 

cellules T84. Il serait également intéressant de vérifier si cette action "anti-cancéreuse" implique 

le canal TREK-1 notamment par l’utilisation de spadine en combinaison des traitements utilisés 

sur différentes lignées cellulaires, les premières données obtenues pour les cellules T84 

semblant indiquer un phénomène indépendant du canal TREK-1. Au vue des résultats de la 

littérature obtenus essentiellement sur des cellules issues de mélanôme et nos données 

obtenues sur des cellules issues de carcinômes, l’étude des propriétés anti-prolifératives du 

riluzole pourrait être envisagée sur d’autres lignées de cellules afin de vérifier si son action peut 

s’appliquer à d’autres cancers mais également en combinaison avec différents types de 

chimiothérapies. 

In vivo, nous avons démontré que l’utilisation du riluzole en combinaison avec 

l’oxaliplatine dans un modèle spontané de cancer colorectal chez la souris (modèle APCmin+/-) 

n’altérait pas l’action de l’oxaliplatine (la diminution du nombre de tumeurs après traitement à 

l’oxaliplatine est identique en présence ou absence de riluzole). De plus, le riluzole  a un effet 

anti-tumoral lorsqu'il est administré seul puisqu'une réduction significative du nombre de 

tumeurs sans réduction du volume a été observée chez ces mêmes souris APCmin.  

Un des points à surveiller lors de l’étude de nouveaux traitements, associés aux 

chimiothérapies, est leur impact sur la survie sans rechute (temps après la chimiothérapie avant 

                                                           
8 Méthode rapide de numération des cellules vivantes 
9 Méthode de comblement suite à la réalisation d’une blessure cellulaire et observation de la reconstitution d’une monocouche 
confluente par migration cellulaire 
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réapparition d’une tumeur), ce qui pourrait nous donner une indication concernant un éventuel 

effet du riluzole sur l’action de l’oxaliplatine. Ce paramètre pourra être étudié dans le cadre 

d’une étude clinique que nous souhaitons mettre en place et visant à évaluer l’effet du riluzole 

chez les patients sous chimiothérapie à l’oxaliplatine. 

 

4) Etude clinique : Riluzox 

Outre l’intérêt du riluzole dans le traitement et la prévention de la douleur 

neuropathique chimio-induite, les résultats pré-cliniques présentés ci-dessus offrent des 

perspectives cliniques intéressantes. En effet, les symptômes douloureux ne semblent pas les 

seuls à être prévenus par le riluzole qui possède de nombreuses autres propriétés 

thérapeutiques potentielles. Ainsi, cette molécule serait également capable de prévenir la 

survenue des troubles moteurs et des comorbidités telles que la dépression tout en préservant 

l’action anti-tumorale de la chimiothérapie associée.  

Il est important de mentionner que malgré toutes les données précliniques actuelles 

démontrant l’effet bénéfique du riluzole sur les symptômes des NPCI (troubles sensori-moteurs, 

douleurs, comorbidités) associés à l’utilisation d’oxaliplatine, aucune étude clinique n’a été 

publiée à ce jour concernant l’efficacité du riluzole dans la prévention des NPCI chez des patients 

sous oxaliplatine. Les arguments précliniques de son efficacité et l’absence d’évaluation clinique 

constituent le rationnel pour conduire un premier essai thérapeutique visant à évaluer le 

bénéfice thérapeutique de l’utilisation du riluzole dans la prévention des NPCI. La démonstration 

d’une efficacité clinique permettrait d’enrichir la palette thérapeutique des cliniciens et 

d’apporter un nouvel espoir thérapeutique aux patients. C’est pourquoi nous proposons une 

étude multicentrique, randomisée, en double aveugle dont l’objectif principal sera l’évaluation 

de l’efficacité préventive du riluzole sur la sévérité des symptômes des neuropathies 

périphériques induites par l’oxaliplatine. Les objectifs secondaires ont été définis comme suit :  

• Impact du riluzole sur l’incidence des neuropathies, la douleur neuropathique et la 

qualité de vie ; 

• Impact du riluzole sur la survie sans rechute à 6 mois après la chimiothérapie. 

• Détermination de marqueurs génétiques susceptibles de prédisposer les patients au 

développement de neuropathies chimio-induites et à la réponse au traitement par le 

riluzole. 
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Le bénéfice potentiel sera une diminution des symptômes et de la gravité des 

neuropathies chimio-induites (NPCI) pour les patients recevant le riluzole. Le riluzole est 

prescrit depuis 1996 dans le traitement de la SLA afin de prolonger la durée de vie ou retarder le 

recours à la ventilation mécanique assistée chez les patients. La pos

thérapeutique sera celle habituellement utilisée dans cette indication, à savoir 100 mg/jour, à 

raison de 2 prises de 50 mg à environ 12 heures d’intervalle (selon RCP). Les effets indésirables 

attendus seront principalement d

hépatiques (élévation des ALAT). Dans des cas très rares, une maladie interstitielle pulmonaire 

peut survenir. L’intensité de ces effets reste cependant légère à modérée et ils disparaissent à 

l’arrêt du traitement. Afin d’éviter la survenue de ces effets indésirables, il est recommandé de 

ne pas dépasser la dose prescrite. En cas de surdosage, un traitement symptomatique devra être 

mis en œuvre. La dose de 200 mg/jour a cependant déjà été testée 

antérieures mais aucun effet indésirable supplémentaire n’a été observé par rapport à 

l’utilisation de la dose habituelle de 100 mg/jour. De plus, compte tenu de la mise sur le marché 

déjà relativement ancienne de ce médicament, son

Ceci limite la probabilité de survenue de problème de tolérance. Enfin, dans le cadre du parcours 

de soin habituel des patients bénéficiant d’une chimiothérapie anticancéreuse, un suivi de la 

fonction hépatique et une NFS seront réalisés à chaque début de cycle de chimiothérapie.
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Le bénéfice potentiel sera une diminution des symptômes et de la gravité des 

induites (NPCI) pour les patients recevant le riluzole. Le riluzole est 

prescrit depuis 1996 dans le traitement de la SLA afin de prolonger la durée de vie ou retarder le 

recours à la ventilation mécanique assistée chez les patients. La posologie retenue pour cet essai 

thérapeutique sera celle habituellement utilisée dans cette indication, à savoir 100 mg/jour, à 

raison de 2 prises de 50 mg à environ 12 heures d’intervalle (selon RCP). Les effets indésirables 

attendus seront principalement des nausées, asthénie et anomalies des paramètres biologiques 

hépatiques (élévation des ALAT). Dans des cas très rares, une maladie interstitielle pulmonaire 

peut survenir. L’intensité de ces effets reste cependant légère à modérée et ils disparaissent à 

arrêt du traitement. Afin d’éviter la survenue de ces effets indésirables, il est recommandé de 

ne pas dépasser la dose prescrite. En cas de surdosage, un traitement symptomatique devra être 

mis en œuvre. La dose de 200 mg/jour a cependant déjà été testée lors d’études cliniques 

antérieures mais aucun effet indésirable supplémentaire n’a été observé par rapport à 

l’utilisation de la dose habituelle de 100 mg/jour. De plus, compte tenu de la mise sur le marché 

déjà relativement ancienne de ce médicament, son profil de sécurité est parfaitement connu. 

Ceci limite la probabilité de survenue de problème de tolérance. Enfin, dans le cadre du parcours 

de soin habituel des patients bénéficiant d’une chimiothérapie anticancéreuse, un suivi de la 

t une NFS seront réalisés à chaque début de cycle de chimiothérapie.
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Cette étude devrait permettre : 

• d'apporter une confirmation (ou non) des données précliniques obtenues sur le potentiel 

thérapeutique du riluzole sur les NPCI associées à l’utilisation d’oxaliplatine, 

• de potentiellement identifier des marqueurs génétiques susceptibles de prédisposer au 

développement des neuropathies périphériques et à la réponse au riluzole. 

Si tel est le cas, les résultats de cet essai clinique permettraient : 

• d'enrichir la palette thérapeutique du traitement symptomatique des NPCI, avec une 

molécule possédant déjà une AMM pour une autre indication thérapeutique, 

• de poursuivre les recherches pour ouvrir l’utilisation de cette molécule vers d’autres 

types de NPCI et neuropathies réfractaires aux traitements habituels, 

• de potentiellement permettre un dépistage génétique du risque de développement de 

neuropathies périphériques suite à une chimiothérapie anticancéreuse, 

• potentiellement de sélectionner sur des critères génétiques les patients répondeurs au 

riluzole. 
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Conclusion générale 

 

 Les cancers sont devenus la première cause de mortalité dans les pays industrialisés et 

devancent maintenant les maladies cardio-vasculaires. A l'heure actuelle, la prise en charge 

thérapeutique des cancers a clairement évolué avec une amélioration de la survie des patients 

grâce à une meilleure éfficacité des traitements qui ont permis une diminution du risque de 

mortalité par cancer de 25% au cours des 30 dernières années. Cependant, le recours aux 

traitements anticancéreux est associé à de nombreux effets indésirables qui impactent 

significativement la qualité de vie des patients et, dans certains cas, peuvent être à l’origine d’un 

arrêt prématuré des traitements anticancéreux compromettant le succès du traitement (Mantyh, 

2006; Visovsky, 2003). Parmi les effets indésirables des chimiothérapies, des complications 

neurologiques peuvent survenir. Cette toxicité neurologique est relativement féquente et toutes 

les fibres du système nerveux sont susceptibles d'être atteintes qu'elles soient sensitives, 

motrices mais également végétatives ce qui se traduit par un large spectre de manifestations 

cliniques chez les patients. Avec les chimiothérapies actuelles, les cliniciens ont à gérer un 

équilibre délicat pour minimiser les effets indésirables sans compromettre l'efficacité 

anticancéreuse. Cet objectif est d’autant plus difficile à atteindre lorsque la chimiothérapie 

génère une neurotoxicité importante responsable de troubles sensitifs et moteurs très 

invalidants pour le patient. Enfin, une étude a révélé que les coûts de santé moyens pour la prise 

en charge des neuropathies périphériques chimio-induites (NPCI) étaient augmentés de 14948 

euros en comparaison des neuropathies douloureuses non chimio-induites (Pike et al., 2012), 

traduisant la spécificité et la difficulté de prise en charge des NPCI. 

 Les NPCI, considérées comme un effet indésirable potentiellement grave, sont le plus 

souvent observées chez les patients traités avec des taxanes (docétaxel, paclitaxel), des 

alcaloïdes de la pervenche de Madagascar (vincristine), d'autres chimiothérapies (bortézomib, 

thalidomide) cytotoxiques actuellement disponibles ou encore des composés du platine 

(cisplatine, oxaliplatine), l'oxaliplatine étant la molécule sur laquelle s'est articulé ce travail de 

thèse. La NPCI est définie par des dommages du système nerveux périphérique engendrés par 

les agents anticancéreux. La plupart des symptômes de la NPCI correspondent à un tableau 

clinique de polyneuropathie sensitive dépendante des nerfs affectés. En effet, les dommages 

causés peuvent être retrouvés à 3 niveaux distincts : au niveau du système nerveux central se 

traduisant par des troubles de la coordination, des étourdissements ou encore des troubles de 

certaines fonctions cognitives; au niveau des nerfs périphériques se traduisant par une faiblesse 

musculaire causant des difficultés dans la réalisation de mouvements fins, l'altération des 
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réflexes et l'apparition de symptômes douloureux avec des sensations d'engourdissements et 

sensations de brûlures principalement au niveau des extrémités; enfin au niveau des nerfs 

craniens avec l’apparition de symptômes douloureux au niveau de la face et de la cavité buccale, 

mais également une faiblesse du visage, de la langue, du cou et des épaules (Hausheer et al., 

2006; Smith et al., 2008). Les symptômes sensoriels se développent généralement avant les 

symptômes moteurs et un sous-ensemble de patients souffre également de douleur 

neuropathique (Miltenburg and Boogerd, 2014). Ces toxicités neurologiques peuvent survenir 

directement après administration de la chimiothérapie et sont pour la plupart réversibles sans 

contre-indication concernant la poursuite du traitement à une posologie inférieure mais 

certaines manifestations s'avèrent être irréversibles avec parfois de lourdes conséquences. 

 Les mécanismes à l'origine des ces manifestations neurologiques restent encore 

aujourd'hui à élucider ce qui permettrait de proposer des traitements efficaces visant à limiter 

l'apparition de ces effets indésirables liés à la chimiothérapie. En effet, à l'heure actuelle aucun 

traitement n'a montré d'efficacité substantielle justifiant son utilisation en pratique clinique. Le 

but de ces travaux de thèse s'est inscrit dans cette problématique avec l'identification d'acteurs 

moléculaires qui pourraient être impliqués dans l'apparition de ces neuropathies chimio-

induites à l'oxaliplatine, permettant ainsi d'élargir l'arsenal thérapeutique actuel. 

 Des données antérieures du laboratoire avaient montré la contribution de certains 

canaux ioniques dans la neuropathie aigue à l'oxaliplatine. C'est dans cette optique que nous 

avons cherché à étudier tout d'abord les symptômes décrits chez les patients au niveau de la 

sphère orofaciale. Nous avons donc utilisé le modèle de neuropathie aigue pour explorer les 

conséquences d'un traitement à l'oxaliplatine sur l'expression d'un ensemble de canaux ioniques 

préalablement identifiés comme importants dans la perception au froid ou dans la douleur. La 

variation d'expression de ces canaux ioniques s'est avérée différente dans le TG par rapport aux 

précédents résultats obtenus au niveau du DRG. Parmi le panel de canaux ioniques étudiés, seuls 

HCN1 et HCN2 se sont révélés surexprimés au niveau du TG. L'utilisation de l'ivabradine, 

antagoniste des canaux HCN, a permis de valider les canaux HCN1 et HCN2 comme cibles 

moléculaires dans le traitement de la neuropathie aigue à l'oxaliplatine avec une implication 

particulière du canal HCN2 pour expliquer les symptômes retrouvés au niveau de la sphère 

orofaciale, sa surexpression n'étant retrouvée qu'au niveau du TG. De plus, l'ivabradine a permis 

de réverser les symptômes douloureux au niveau céphalique en particulier l'hypersensibilité au 

froid. Les perspectives de ce travail consisteront donc à mettre en évidence si l’une des 2 sous-

unités est plus spécifiquement impliquée dans ce phénomène. L’étude de molécule plus 

spécifique pour le canal HCN1 serait en effet à prioriser car elle causerait moins d’effets 

indésirables, la sous-unité HCN2 étant beaucoup plus responsable de pathologies cardiaques. 



Conclusion générale 
 

201 
 

L’étude des causes responsables de la surexpression des canaux HCN1 et HCN2 suite à l’injection 

d’oxaliplatine serait également à poursuivre avec les hypothèses de régulations par des 

protéines partenaires comme Trip8b ou Nedd4-2 ou d’éventuelles régulations épigénétiques.  

 Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à la forme chronique de la 

neuropathie induite à l'oxaliplatine. Cette neuropathie est beaucoup plus invalidante que la 

forme aigue car elle perdure dans le temps et peut s'avérer irréversible même après arrêt du 

traitement. En plus des symptômes douloureux déjà observés avec la forme aigue, cette 

neurotoxicité chronique s'accompagne également de comorbidités telles que le développement 

d'anxiété et de dépression mais également des troubles sensitifs invalidants et impactant 

directement le quotidien des patients. Le but premier de ce travail a donc été de mettre au point 

un modèle murin de neuropathie chronique à l'oxaliplatine afin de mimer au mieux les 

symptômes retrouvés en clinique. Un modèle consistant en une série de 8 injections 

d'oxaliplatine à 6mg/kg sur une durée de 28 jours a permis d'observer les symptômes 

douloureux au niveau céphalique et extracéphalique, ainsi que les manifestations morbides et 

sensori-motrices. L'ensemble des propriétés du canal TREK-1 nous a ensuite fait penser que ce 

canal pouvait représenter une cible intéressante pour le traitement de la neuropathie chronique 

à l'oxaliplatine. En effet, ce canal est connu pour son rôle dans la perception de la douleur 

polymodale, mais également dans la dépression, la neuroprotection et la prolifération cellulaire. 

Toutefois, ces données suggèrent l’intérêt d’activateurs du canal pour le traitement de la douleur 

et la prévention de la neurotoxicité induite par l’oxaliplatine, mais à l’opposé ce sont des 

bloqueurs du canal qui ont, ou pourraient avoir, un effet antidépresseur et antiprolifératif.  C’est 

pourquoi il est tout à fait remarquable de noter que le riluzole, dans nos conditions 

expérimentales, a permis la prévention des symptômes douloureux, moteurs ainsi que de la 

dépression induits par l’oxaliplatine, et qu’il n’a pas entravé l’effet anticancéreux de cette 

molécule in vivo. Mis à part l’effet sur la prolifération de cellules cancéreuses qui reste à 

déterminer, ces effets sont par ailleurs dépendants de l'activation du canal TREK-1 puisqu'ils 

sont très fortement diminués chez les souris invalidées pour ce canal. Le canal TREK-1 

représente donc une cible moléculaire d’intérêt pour le traitement de nombreuses 

manifestations de la neuropathie chronique à l'oxaliplatine tout en préservant l'action anti-

tumorale de la chimiothérapie. Des activateurs spécifiques du canal ont très récemment été 

développés au laboratoire en collaboration avec l’équipe de Florian Lesage (IPMC, Nice) et Sylvie 

Ducki (ENSCCF, Clermont-ferrand) et pourraient être testés pour valider pharmacologiquement 

le canal TREK-1 comme cible moléculaire pour la prévention de la neuropathie induite par 

l’oxaliplatine. Nos travaux ont également une perspective translationnelle immédiate puisque le 

riluzole sera testé chez des patients cancéreux en combinaison avec l’oxaliplatine dans l’espoir 

d’améliorer la qualité de vie et la survie de ces patients.     



 

Figure 37 : Différentes étapes de l’étude de l’implication des canaux HCN et TREK
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ANNEXE 2: Synopsis de l’étude RILUZOX 
 

TITRE Évaluation de l’efficacité thérapeutique du riluzole dans la prévention 
des neuropathies périphériques chimio-induites (RILUZOX) 

PROMOTEUR UNICANCER 
INVESTIGATEURS  

& CENTRES 

Dr. Nicolas AUTHIER ,  
Service de Pharmacologie, CHU Clermont Ferrand 

OBJECTIFS Objectif principal 
Evaluation de l’efficacité préventive du riluzole sur la sévérité des 
symptômes des neuropathies périphériques induites par 
l’oxaliplatine. 
 
Objectifs secondaires 

• Impact du riluzole sur l’incidence des neuropathies, la douleur 
neuropathique et la qualité de vie. 

• Impact du riluzole sur la survie sans rechute à 6 mois après la 
chimiothérapie. 

• Détermination de marqueurs génétiques susceptibles de 
prédisposer les patients au développement de neuropathies 
chimio-induites et à la réponse au traitement par le riluzole. 

CARACTERISTIQUES 
DE L’ESSAI 

Etude multicentrique, randomisée, en double aveugle, contrôlée 
versus placebo. 

NOMBRE DE 

PATIENTS 

A définir 

CRITERES 

D’INCLUSION 

• Age ≥ 18 ans,  
• Homme / Femme 
• Information et consentement signé, 
• Patient débutant une chimiothérapie anticancéreuse à base 

d’oxaliplatine (FOLFOX, GEMOX, XELOX, CAPOX, TOMOX, 
TLFOX, EOF, EOX, FOLFIRINOX, bévacizumab + FOLFOX).  

• Confirmation histologique ou cytologique d’un cancer, 
• Patients affiliés au régime de la Sécurité Sociale française. 

CRITERES DE NON 

INCLUSION 

• Grossesse ou allaitement (contraception requise), 
• Neuropathie périphérique préexistante connue, 
• Antécédent de traitement par une chimiothérapie 

neurotoxique, 
• Antécédents médicaux et chirurgicaux jugés incompatibles 

avec l’étude par l’investigateur, 
• ALAT / ASAT élevées de plus de 3 fois la valeur normale, 
• Traitement par riluzole, 
• Allergie connue au riluzole, 
• Dépendance à l’alcool et/ou aux stupéfiants, 
• Troubles psychotiques, 
• Patients en période d’exclusion, ou total d’indemnités 

autorisées dépassé, 
• Patients bénéficiant d’une mesure de protection légale 

(curatelle, tutelle…). 
TRAITEMENTS Schéma posologique précis avec Riluzole (1 comprimé de 50 mg 2 fois 

par jour) soit par un placebo administré avec les mêmes modalités. Le 
traitement sera délivré à chaque cycle de chimiothérapie. 
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CRITERES 
D’EVALUATION 

Critère d’évaluation principal  
Evaluation de l’efficacité thérapeutique du riluzole sur la sévérité des 
neuropathies périphériques induites par les chimiothérapies 
anticancéreuses : 

• Questionnaire QLQ-CIPN20 (EORTC): 
Le questionnaire QLQ-CIPN20 est un auto-questionnaire sur les 
neuropathies chimio-induites, avec 20 questions, qui a été développé 
pour évaluer spécifiquement l'expérience des patients vis-à-vis des 
symptômes et des limitations fonctionnelles liées à leur neuropathie 
périphérique induite par les chimiothérapies anticancéreuses. Le 
questionnaire QLQ-CIPN20 possède trois sous-échelles : sensorielle, 
motrice et autonome. Le questionnaire QLQ-CIPN20 donne une image 
très complète de la nature, de la fréquence et de la sévérité des 
neuropathies périphériques chimio-induites, ceci dans un large 
éventail de populations de patients en oncologie. Ce questionnaire a 
été testé dans un grand essai clinique international de phase IV(Lavoie 
Smith et al., 2013; Postma et al., 2005). 
 
Critères d’évaluations secondaires 

• Questionnaire QLQ-CIPN20 (EORTC) 
Voir description ci-dessus. 

• Questionnaire Brief Pain Inventory (BPI ; Annexe) 
Cet auto-questionnaire comprend : 
- un schéma corporel 
- la douleur maximale, la douleur la plus faible, la douleur habituelle 
des 15 derniers jours (Echelle Numérique Simple (ENS) 0 à 10), 
- la description du traitement antalgique en cours, 
- une évaluation du soulagement par une échelle de pourcentage (0 à 
100%), 
- l’étude de l’impact de la douleur sur l’humeur, les relations avec les 
autres personnes, la marche, le sommeil, le travail, la joie de vivre, les 
loisirs, les activités en général (échelles numériques, cotation de 0 
(normal) à 10 (activité impossible)). 

• Questionnaire DN4 interview (annexe) 
Le questionnaire DN4 interview est un outil de dépistage des douleurs 
neuropathiques. 

• Questionnaire Neuropathic Pain Symptoms Inventory (NPSI ; 
annexe) 

Le questionnaire NPSI est un auto-questionnaire spécialement conçu 
pour évaluer les différents symptômes de la douleur neuropathique. 
La version française finale du NPSI comprend 12 items qui permettent 
de discriminer et de quantifier cinq dimensions distinctes 
cliniquement pertinentes. 

• L'échelle d'impression clinique globale (Patient's Global 

Impression of Change, PGIC ; annexe) 
Le questionnaire PGIC a pour but d'évaluer de façon générale 
l'efficacité d'un traitement du point de vue du patient. Cette échelle 
consiste en 7 niveaux de descripteurs répondant à la question 
"Comment allez-vous ?", répartis selon 3 modalités: 
- Amélioration : très, moyen, légèrement 
- Inchangé 
- Aggravé : légèrement, moyen, très. 

• Questionnaire QLQ-C30 (Annexe) 
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L’auto-questionnaire QLQ-C30 permet d’évaluer la qualité de vie 
reliée à la santé des patients cancéreux participant à des essais 
cliniques internationaux. 
Le QLQ-C30 comprend cinq échelles fonctionnelles (physiques, 
activité quotidienne, cognitifs, émotionnels et sociaux), trois échelles 
de symptômes (fatigue, douleur, nausées et vomissements), un état de 
santé / échelle qualité de vie globale et un certain nombre d'éléments 
simples évaluant les symptômes supplémentaires fréquemment 
rapportés par les patients atteints de cancer (dyspnée, perte d'appétit, 
insomnie, constipation et diarrhée) et l'impact financier perçu de la 
maladie. 

• Questionnaire HADS (annexe) 
L’auto-questionnaire HADS (Hospital Anxiety and Depression Scale) est 
un instrument qui permet de dépister les troubles anxieux et 
dépressifs.  

• National Cancer Institute - Common Terminology Criteria for 

Adverse Events (NCI CTCAE) version 4 (annexe) 
Le NCI-CTCAE v4 est largement accepté dans la communauté de la 
recherche en oncologie comme l'échelle de notation de référence pour 
les événements indésirables. Cette échelle permettra d’évaluer la 
gravité de l’atteinte neuropathique, ceci dérivé en 5 grades 
déterminés par l’investigateur. 

• Survie sans rechute 
La survie sans rechute sera évaluée dans le parcours de soin habituel 
du patient à 6 mois après la fin de l’étude. 

• Evènements indésirables liés au cancer, à la chimiothérapie et 
au traitement étudié 

Les EI seront notifiés par l’investigateur tout au long de l’étude aux 
visites V2, V3, V4 et V5. 

• Arrêt/diminution de la chimiothérapie 
Le nombre d’arrêt/diminution du traitement chimiothérapique, ayant 
pour cause une neuropathie sévère, sera notifié aux visites V2 et V3. 

DUREE DU  
TRAITEMENT 

Traitement durant le temps complet du plan de chimiothérapie prévu. 
Le temps total de traitement reçu par le patient sera notifié en visite 
V3 (fin de chimiothérapie). 

CALENDRIER DE  

L’ETUDE 

La chronologie de l’essai se découpe comme suit : 
- 7-10 jours entre V0 (inclusion) et V1 (début de chimiothérapie / 
traitement), 
- 168 jours de traitement (selon cancer et plan de chimiothérapie) 
entre V1 (début de chimiothérapie) et V3 (fin de chimiothérapie), 
- 6 mois de suivi post-chimiothérapie découpé en 2 visites, une à 3 
mois (V4) et une à 6 mois (V5, fin d’étude). 
Les patients seront également suivis à 5 et 10 ans après la fin de leur 
participation à l’étude (V5) pour évaluer leur survie sans rechute. 
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ETUDE DE L’IMPLICATION DE CANAUX IONIQUES, CIBLES MOLECULAIRES POUR LE DEVELOPPEMENT DE 

NOUVEAUX ANTALGIQUES DANS LE TRAITEMENT DE LA NEUROPATHIE CHIMIO-INDUITE A L’OXALIPLATINE . 
  

La neurotoxicité de certaines chimiothérapies anticancéreuses comme l’oxaliplatine 
engendre des neuropathies qui se caractérisent par des dommages du système nerveux 
périphériques et centrales responsables de l’apparition de troubles comme des douleurs 
neuropathiques, des symptômes sensitifs et moteurs mais également des troubles trophiques. 
Les traitements actuellement disponibles sont peu efficaces pour traiter ces douleurs  qu’elles 
soient aigues ou chroniques. Or elles sont à l’origine d’une altération de la qualité de vie des 
patients et peuvent conduire à une diminution des doses de chimiothérapie utilisées voire même 
à l’arrêt du traitement, compromettant ainsi les chances de guérison. Il apparait alors essentiel 
de poursuivre les études permettant de comprendre le mécanisme de survenue de ces douleurs 
et de déterminer d’éventuelles cibles pour le développement de nouveaux antalgiques. 
 Dans un premier temps, nous avons utilisé un modèle de neuropathie aigue induit par 
une unique injection d’oxaliplatine afin d’étudier les symptômes décrits en clinique au niveau de 
la sphère orofaciale. En effet, les symptômes périphériques avaient déjà été étudiés et 
l’hypothèse d’un remodelage de l’expression de canaux ioniques avait été confirmée. Nous avons 
donc vérifié l’existence de symptômes douloureux au niveau orofacial et nous avons pu les 
corréler à une surexpression des canaux HCN1 & HCN2. De plus, l’utilisation d’ivabradine 
(Procoralan®), antagoniste non sélectif de ces canaux, a permis de reverser l’hypersensibilité au 
froid à faibles doses et l’hypersensibilité mécanique lors d’utilisation à plus fortes doses. 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à la mise en place d’un modèle de 
neuropathie chronique chimio-induite à l’oxaliplatine, neuropathie qui en comparaison à la 
forme aigue, s’accompagne en plus des symptômes douloureux de troubles sensitifs, moteurs et 
de comorbidités tel que l’anxiété et la dépression. De nombreuses propriétés du canal TREK-1 
nous ont laissé penser qu’il apparaissait comme une cible intéressante pour le traitement de 
cette neuropathie de par son rôle connu dans la douleur, la dépression ou encore la 
neuroprotection. Afin de valider cette cible, nous avons donc utilisé deux approches : une 
approche génétique avec l’utilisation de souris KO TREK-1 et une approche pharmacologique 
avec l’utilisation du riluzole (Rilutek®), activateur non spécifique du canal TREK-1. Les résultats 
ont montré que le canal TREK-1 semblait donc bien impliqué dans l’apparition de l’ensemble des 
symptômes liés à la neuropathie chronique mais également que le riluzole apparaissait comme 
un traitement à cette neuropathie tant pour l’amélioration des symptômes douloureux que pour 
les troubles sensitifs, moteurs et l’amélioration de certaines comorbidités comme la dépression.  

En conclusion, l’ensemble de ces résultats expérimentaux a permis l’identification de 
nouvelles pistes pour la compréhension et le traitement des douleurs chimio-induites à 
l’oxaliplatine. Tout d’abord, les canaux HCN1 & HCN2 ont montré leur implication dans la 
neuropathie aigue à l’oxaliplatine aussi bien pour les symptômes périphériques que pour les 
symptômes oraux. Le blocage de ces canaux par l’ivabradine a d’ailleurs permis de reverser 
particulièrement les symptômes d’hypersensibilité au froid. Egalement, le canal TREK-1 a 
montré un grand intérêt dans son implication dans la neuropathie chronique à l’oxaliplatine et le 
riluzole a montré de nombreuses propriétés intéressantes pour palier aux symptômes décrits 
dans cette neuropathie. Dans une perspective de recherche translationnelle, cette approche 
préclinique est  en cours de transposition dans un protocole de recherche clinique. Un essai 
clinique de phase II (RILUZOX) devrait débuter prochainement afin de confirmer l’intérêt du 
riluzole chez des patients recevant une chimiothérapie à base d’oxaliplatine.  
 


