N

N

Bénéfice thérapeutique d’un traitement par I’étifoxine
(stresam™) dans les neuropathies accompagnées de
comorbidités anxiodépressives: étude préclinique chez la
souris

Nisrine Kamoun

» To cite this version:

Nisrine Kamoun. Bénéfice thérapeutique d’un traitement par ’étifoxine (stresam™) dans les neu-
ropathies accompagnées de comorbidités anxiodépressives: étude préclinique chez la souris. Neuro-
sciences [g-bio.NC]. Université de Strasbourg, 2016. Francais. NNT: 2016STRAJ102 . tel-01546013

HAL Id: tel-01546013
https://theses.hal.science/tel-01546013

Submitted on 23 Jun 2017

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01546013
https://hal.archives-ouvertes.fr

~

UNIVERSITE DE STRASBOURG

o’

(/, Eazrler Docdoraba
des stlences e lavie

UNIVERSITE DE STRASBOURG ¥ %25

Ecole Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé

THESE présentée par :

Nisrine KAMOUN

Soutenue le
26/04/2016

Pour obtenir le grade de : Docteur de I'Université de Strasbourg

Spécialité : Neurosciences

Bénéfice thérapeutique d'un traitement par 1'étifoxine
(stresam™) dans les neuropathies accompagnées de
comorbidités anxiodépressives: Etude préclinique chez la souris.

THESE dirigée par :
M. Pierrick POISBEAU

RAPPORTEURS :
Mme. Sara Morley-Fletcher
M. Anton Fernand

EXAMINATEURS :
M. Pierre VEINANTE

MEMBRE INVITE :

Mme Ipek Yalcin-Christmann

Professeur & Directeur de these, Université de Strasbourg

Maitre de conférences UMR 8576 CNRS, Université de Lille

Professeur, Université de Luxembourg

Professeur, Université de Strasbourg

Chargée de recherche CNRS, UPR 3212 CNRS, Strasbourg



1 REMERCIEMENTS

A Madame Sara Morley-Fletcher et Monsieur Anton Fernand
Pour avoir accepté d’étre rapporteur de ce mémoire et me faire ’honneur d’évaluer ce travail.

A Monsieur le Professeur Pierre VEINANTE,
Pour avoir accepté d’étre membre du jury de ce travail

A Monsieur le Professeur Pierrick POISBEAU,
Pour avoir dirigé ces travaux.
Veuillez trouver I'expression de ma reconnaissance.

Al'équipe du laboratoire de

Sans qui ce travail n’aurait pu voir le jour.

Messieurs les Docteurs Yannick GOUMON, Pascale DRABON Vincent, LELIEVRE et Alexandre
CHARLET.

Pour votre expertise et votre dynamisme quotidiens.

A Madame le Docteur Ipek YALCIN,

Pour la structure, et la collaboration,

Dans '’humanité et 'énergie communicative qui sont
tiennes. Trouve ici 'expression de mon amitié.

ATéquipe de
I'animalerie, Pour votre
précieuse aide.

Aux amis,

D’hier, d’aujourd’hui,
Du jour, de la nuit,
D’ailleurs, du
Strasbourg

A la famille,
Mes parents, mes sceurs (Ilham & Laura) : mes 4 points cardinaux
Merci a toi mon ange de m’avoir encouragé



2 PUBLICATIONS & COMMUNICATIONS

Articles dans des revues Internationales a comité de lecture (directement

issues du travail de these):
(Déja publiés)
1. Analgesic strategies aimed at stimulating the endogenous production of
allopregnanolone.

Poisbeau P, Keller AF, Aouad M, Kamoun N, Groyer G, Schumacher M.
Front Cell Neurosci. 2014 Jun 17;8:174. DOI: 10.3389/fncel.2014.00174.

2. Favoring inhibitory synaptic drive mediated by GABAA receptors in the
basolateral nucleus of the amygdala efficiently reduces pain symptoms in
neuropathic mice.

Zeitler A*, Kamoun N*, Poisbeau P, Darbon P.
Submitted to European Journal of Neuroscience. *contribution égale des auteurs

(En préparation)

3. Etifoxine effects on pain symptoms, reactive anxiety and depressive-like
behaviors in neuropathic mice.
Kamoun N, Goumon Y, Yalcin I, Poisbeau P.

4. The effects of etifoxine on mechanical and thermal hyperalgesia evoked by
carageenan injection in the rat paw.
Kamoun N, Poisbeau P.

Articles dans des revues Internationales a comité de lecture (en collaboration):
(En préparation)

Lithium dissociates high affinity morphine-creatine kinase complex Abbreviated title: creatine
kinase-morphine complexes.

Moubheiche ], Laux-Biehlmann A, Delalande F, Kamoun N, Poisbeau P, Van Dorsselaer A, Goumon
Y.

Communications affichées:

Etifoxine effects on pain symptoms, reactive anxiety and depressive-like behaviors in
neuropathic mice.

Kamoun N, Yalcin [, Goumon Y, Poisbeau P.

5th International Congress on Neuropathic Pain, Nice, France, Mai 2015

Communication orale:

Favoring inhibitory synaptic drive mediated by GABAA receptors in the basolateral nucleus of
the amygdala efficiently reduces pain symptoms in neuropathic mice.

Zeitler A*, Kamoun N*, Poisbeau P, Darbon P.

1er congres de Physiologie & Biologie Intégrative, du 4 au 5 Mai 2015 Strasbourg.

The effects of etifoxine on mechanical and thermal hvperalgesia evoked by carageenan injection
in the rat naw: limits central inflammatory processes.

Kamoun N, Poisbeau P. 1¢r congres de Physiologie & Biologie Intégrative, du 4 au 5 Mai 2015
Strasbourg.



~ Nisrine KAMOUN \(/* Conis e
UNIVERSITE DE STRASBOURG b ﬂldl'ﬁ'kl‘lﬁ

W ERAOURD

Bénéfice thérapeutique d'un traitement par I'étifoxine
(stresam™) dans les neuropathies accompagnées de comorbidités

anxiodépressives: Etude préclinique chez la souris

3 Résumé

La douleur neuropathique est un syndrome secondaire a une maladie ou a une Iésion affectant le
systéme nerveux somatosensoriel. Environ 30% des patients souffrant de douleurs neuropathiques
présentent également des troubles de 'humeur. Les causes biologiques de ces comorbidités ne sont pas
clairement établies. En utilisant un modele murin de douleur neuropathique, nous avons cherché a
amplifier I'inhibition nerveuse médiée par les récepteurs GABAA afin de tenter de réduire les symptémes
douloureux neuropathiques et les troubles émotionnels associés. Pour cela nous avons utilisé I'étifoxine,
un anxiolytique non benzodiazépinique qui posseéde une action originale sur les récepteurs GABAA mais,
surtout, semble avoir des effets secondaires limités comparativement a d'autres molécules comme les
benzodiazépines par exemple. Son effet passe par la potentialisation directe du récepteur GABAA (site
modulateur situé sur les sous-unités 2 et $3) mais aussi par une action indirecte : la stimulation de la
production de neurostéroides 3a-réduits capables de potentialiser la fonction des récepteurs GABAA.
Quelques rares études ont montré que les neurostéroides endogenes, surtout ceux réduits en position 3a
comme l'allopregnanolone (allotétrahydroprogestérone) ou le THDOC (tétrahydrodéoxycorticostérone),
pouvaient réduire les symptomes douloureux. Les effets obtenus dans ces études sont similaires a ceux

issus d’injections exogeénes des mémes composés.

Au cours du temps, des tests mesurant, non plus uniquement des réponses réflexes, mais aussi
des comportements motivés mettant en ceuvre des processus corticaux plus complexes sont apparus. Ils
ont permis la mise en évidence chez le rongeur de la composante aversive/motivationnelle de la douleur.
Chez les patients neuropathiques, la présence de douleurs spontanées est particulierement handicapante.
L’étude de cette composante a longtemps été impossible a évaluer (donc ignorée) chez les rongeurs du
fait d’obstacles expérimentaux. La douleur spontanée semble mesurable indirectement aujourd'hui avec

des protocoles de préférence de place.

En utilisant le modele de neuropathie par compression chronique du nerf sciatique et sa bonne

caractérisation sur le plan des co-morbidités anxieuses et dépressives, nous avons cherché a

- Mettre en évidence l'intérét thérapeutique potentiel d'un traitement a 1'étifoxine pour les symptémes

sensoriels et émotionnels des douleurs neuropathiques.

- Proposer 'amygdale comme une cible privilégiée de 1'action de I'étifoxine dans son action analgésique et

anxiolytique.
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Inhibiteur de la recapture de sérotonine et de noradrénaline
Inhibiteur sélectif de la recapture de sérotonine
Potassium-chloride exporté

Potentialisation a long terme

Récepteur métabotropique du glutamate
Récepteur opioide Mu

Noradrénaline

Transporteur de la noradrénaline

Novelty suppressed feeding (test de faim supprimée par le nouveauté)
Nerve growth factor

N-méthyl p-aspartate et récepteur

monoxyde d'azote

Sous-unités du récepteur NMDA

Neurones nociceptifs spécifiques
Organisation mondiale de la santé
Ostéoprotégérine

Substance grise périaqueducale

Aire parabrachiale

peripheral benzodiazepine receptor
Phosphate buffered saline

Prostaglandine E2

Phosphoinositide 3 kinase

Protéine kinase A

Phospholipase C

Partial sciatic nerve ligation

Receptor activator of nuclear factor kappa
Récepteurs couplés aux protéines G
Récepteurs a activité tyrosine kinase

Bulbe rostro-ventro-médian

Sous cutanés

Erreur standard a la moyenne

Transporteur de la sérotonine

Systéme nerveux central

Spared nerve ligation

Spinal nerve ligation

Systéme nerveux périphérique

Substance P

Tris buffered saline

Antidépresseur tricyclique

3a-5a- tétrahydrodéoxycorticostérone TPMPA
Potassium channel subfamily K

Triple inhibiteur de recapture
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Trk
TRPA
TRPM
TRPV
TSPO
VEGF
VGLUT
VIP
WDR

Récepteur tyrosine kinase

Transient receptor potential cation channel subfamily A
Transient receptor potential cation channel subfamily M
Transient receptor potential vanilloid

Translocator protein

Vascular endothelial growth factor

Transporteurs vésiculaires du glutamate

Vasoactive intestinal peptide

Wide dynamic range, neurones a convergence
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1 Partiel: Nociception et douleur

1.1 Introduction générale

La douleur est une sensation désagréable connue de tous. Elle est subjective et donc
difficile a évaluer de maniere claire, mais elle forge notre personnalité et nous permet une
adaptation essentielle a la survie. En effet, des cas rares d’'insensibilité congénitale a la douleur

mettent en avant son role protecteur de I'intégrité de I'organisme.

C’est finalement trés récemment, a la fin du XXéme siecle, que la prise en charge de la
douleur chez le patient devient un véritable enjeu de santé publique. Il faudra attendre 1979
pour que le Comité de Taxonomie de I'lASP (The International Association for the Study of Pain)
donne la définition suivante : on appelle douleur « une expérience sensorielle et émotionnelle
désagréable liée a des lésions tissulaires réelles ou potentielles ou décrites en des termes

évoquant de telles lésions » (Merskey and Bogduk (Eds) 1994) .

Quatre composantes fondamentales de la douleur ont pu étre identifiées : (1) la composante
sensori-discriminative correspond aux mécanismes neurophysiologiques permettant I'encodage
et 'analyse de la qualité, de l'intensité, de la durée et de la localisation des stimulations nocives ;
(2) la composante affective et émotionnelle attribue a la douleur son caractere désagréable,
pénible et parfois insupportable ; (3) la composante cognitive fait référence a 'ensemble des
facteurs capables de moduler la perception de la douleur, tels que l'attention (focaliser son
attention sur un processus dont l'affect est neutre pour faire diversion), I'anticipation (prévoir
une réaction comportementale en fonction de l'apprentissage qui permettra d'éviter ou de
minimiser la douleur), l'interprétation (selon la culture, la religion et le milieu social) ; (4) la
composante comportementale fait référence aux manifestations verbales (plaintes,
gémissements) et non verbales (postures antalgiques, mimiques du visage) observées chez les
patients en condition de douleur (Calvino 2006). La douleur est par conséquent un phénomeéne
subjectif extrémement complexe, multidimensionnel (sensoriel, émotionnel et affectif, cognitif,
comportemental) et plurifactoriel (facteurs internes relatifs a l'individu lui-méme tels que sa
physiologie, son vécu, ses apprentissages, mais aussi facteurs externes relatifs aux facteurs
environnementaux tels que le contexte socio-économique, culturel et ethnique, religieux) (Figure

1).
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Figure 1 : Schéma caractérisant la complexité multidimensionnelle et plurifactorielle de la
douleur. (Modifiée d’apres Calvino 2006).

On distingue chez I'homme trois grandes catégories de douleurs :

- Les douleurs par excés de nociception sont provoquées par la mise en jeu des voies
neurophysiologiques de la douleur. Elles correspondent a la mise en jeu des mécanismes les plus
fréquents : c'est-a-dire lorsqu’un processus pathologique active au niveau périphérique le
systeme physiologique de geneése et de transmission des messages nociceptifs. L'information est
générée par les récepteurs périphériques des tissus concernés, les noci-récepteurs, suite a un
traumatisme, une infection, une inflammation, etc. Elle est ensuite transmise vers la moelle
épiniére par les neurones sensoriels (dont les nocicepteurs) puis vers les structures

supraspinales.

- Les douleurs neuropathiques résultent d’'une lésion du systeme nerveux. Ce type de lésion
provoque des douleurs spontanées pouvant étre ressenties comme des décharges électriques,
des élancements, des briilures et des picotements dans le territoire des nerfs atteints. C'est aussi

la douleur que ressentent les malades amputés appelée également douleur du membre fantéme.
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- Les douleurs idiopathiques regroupent toutes les douleurs que l'on ne sait pas classer dans
une des deux catégories précédentes. Ce sont des douleurs sans 1ésions apparentes, malgré un
bilan médical approfondi. Certaines sont particulierement amplifiées par un délabrement

psychologique qui fait exprimer au patient des troubles anxieux et dépressifs.
Deux types de douleur peuvent étre décrits sur le plan clinique en fonction de leur durée:

- La douleur aigué est une sensation déclenchée par le systeme nerveux pour alerter I'ensemble
de l'organisme et évoluant depuis moins de trois mois. La douleur aigiie est considérée comme

un signal d’alarme et permet d’assurer le maintien de I'intégrité physique.

- La douleur chronique est une douleur persistante et parfois rebelle aux traitements usuels qui
perdure au dela de trois a trois mois. Ne possedant aucune fonction physiologique utile, on parle
alors de « douleur-maladie » qui « ne protége pas '’homme, mais le diminue » comme disait le

grand chirurgien et physiologiste francais René Leriche (Leriche, 1936)

La cascade d'événements physiologiques conduisant a l'intégration du message
douloureux met en jeu de nombreux acteurs. Il y a tout d'abord l'activation de neurones
sensoriels spécifiques, nommés nocicepteurs, et exprimant des noci-récepteurs spécifiques
(comme les canaux TRP par exemple) impliqués dans la détection des stimuli potentiellement
dangereux pour l'organisme. Le message nociceptif est codé sous la forme de potentiels d'action
permettant la libération synaptique de glutamate au niveau de la corne dorsale de la moelle
épiniére, sur des neurones médullaires qui constituent le premier relais central d'intégration des
informations nociceptives. Si certains de ces neurones sont des interneurones locaux, d'autres
envoient leurs axones vers les centres supramédullaires constituant les voies ascendantes
médullaires. Au niveau de I'encéphale, de nombreux relais sont impliqués dans l'intégration des
informations douloureuses, notamment le thalamusqui joue un rdle clé avant le transfert
d'information vers le cortex somato-sensoriel, insulaire ou encore cingulaire. Ces différentes

étapes sont détaillées dans les paragraphes suivants.
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1.2 La détection et le codage des stimulations nocives périphériques

Les stimulations mécaniques, thermiques ou chimiques de forte intensité sont détectées

par les nocicepteurs (Olausson et al. 2008).

L'activation des nocicepteurs ne peut se produire que lorsque l'intensité du stimulus nociceptif
atteint un certain seuil, ce qui confirme que ces fibres afférentes sensorielles possedent des
propriétés biophysiques et moléculaires qui leur permettent de détecter sélectivement des
stimuli potentiellement dangereux. Sur ce principe, deux grandes classes de nocicepteurs ont pu
étre identifiées. Une sous-population de fibres A8 composent la premiere classe (voir figure 2 ci-
dessous). Ce sont des fibres peu myélinisées, de diametre moyen, responsables d'une
transmission "rapide” du message nociceptif permettant sa localisation précise. Ces fibres
Ad doivent étre distinguées des fibres AP, de plus gros diametre et également myélinisées
répondent a des stimulations mécaniques non nociceptives. La seconde classe de nocicepteurs
fait référence a la grande majorité des fibres afférentes de type C, non myélinisées et de petits
diametres, responsables d'une transmission lente du message nociceptif et rendant compte de
douleurs moins bien localisées (Figure 2). Il faut noter que toutes les fibres C ne sont pas des
nocicepteurs. Une sous population de ces fibres, insensibles aux stimuli chimiques et a la chaleur,
est activée par des stimulations mécaniques trés légeéres au niveau de la peau et semble
transmettre un message nerveux associé au toucher « agréable » (Olausson et al. 2008). Les
fibres nociceptives C peuvent étre dissociées en deux catégories en fonction de leur signature
neurochimique: d'une part les fibres C peptidergiques, qui liberent en plus du glutamate, des
neuropeptides (principalement substance P et CGRP : Calcitonin-gene related peptide) et
expriment le récepteur TrkA (Récepteur tyrosine kinase A, activé par le NGF : Nerve growth
factor) et d’autre part les fibres C non peptidergiques, qui expriment le récepteur c- Ret
(récepteur de type tyrosine kinase, activé principalement par le GDNF : glial-derived

neurotrophic factor) (Snider and McMahon 1998).
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Figure 2 : Fibres afférentes sensorielles et douleur. A. Caractéristiques des différents types de
fibres sensorielles nociceptives et non nociceptives constituant les nerfs périphériques. B. Les
propriétés de ces fibres (diamétre et myélinisation) influencent la vitesse de conduction de
I'influx nerveux. Cette vitesse de conduction différente pour les deux types de fibres afférentes
nociceptives AB, § et C, est a I'origine des différentes phases de la douleur ressentie : d'abord une
douleur intense de courte durée et localisée (fibres AB), suivie d'une douleur moins intense de
durée plus longue et diffuse (fibres C). (Modifiée d'apres Julius 2001).

A coté de cette classification anatomique et neurochimique, les nocicepteurs peuvent étre
caractérisés par leur modalité sensorielle associée a l'expression de détecteurs moléculaires
spécifiques de la nociception au chaud (e.g. TRPV1-3 pourTransient receptor potential vanilloid),
au froid (TRPM8 pour Transient receptor potential cation channel subfamily M8), par
acidification (ASIC1/3 pour Acid-sensing ion channel) ou encore mécanique (comme par

exemple ASIC2/3, TREK1, TRPA1 et TRPV4). ((Julius 2001; P. Mantyh 2013) (Figure 3).
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Figure 3 : Récepteurs et canaux ioniques sensibles aux stimuli thermiques, chimiques et
mécaniques exprimés par les nocicepteurs A§ et C. Abréviations : TRPV, Transient receptor
potential vanilloid ; TREK, Potassium channel subfamily K ; ASIC, Acid-sensing ion channel ;
TRPA, Transient receptor potential cation channel member A ; TRPM, Transient receptor
potential cation channel subfamily M. (Modifiée d'aprés Scholz and Woolf 2002).

Des études électrophysiologiques ont permis de distinguer deux sous populations au sein
des fibres Ad: (1) les fibres afférentes Ad de type 1 activées a la fois par des stimuli mécaniques,
chimiques et thermiques, caractérisées par des seuils nociceptifs mécanique et thermique au
chaud élevés, (2) les fibres afférentes Ad de type 2 activées par des stimuli mécaniques de forte
intensité et thermiques au chaud de faible intensité (Basbaum et al. 2009). Tout comme les
fibres A9, la plupart des fibres C sont polymodales, c'est-a-dire capables de détecter a la fois des
stimuli mécaniques, chimiques et thermiques (Perl 2007). Il existe une hétérogénéité ainsi
qu'une plasticité au sein de ces fibres non myélinisées, qui peuvent par exemple étre sensibles a
la chaleur et insensibles aux stimuli mécaniques, et dans certaines conditions développer de
nouvelles sensibilités, c'est le cas des nocicepteurs dits silencieux, normalement insensibles aux

stimuli mécaniques mais qui le deviennent apres application d'une substance irritante (Schmidt

et al. 1995).

Cette grande diversité au sein des nocicepteurs, qui s'explique notamment par une

hétérogénéité cellulaire (fibres de différents diametres, myélinisées ou non), moléculaire
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(signature moléculaire unique, par exemple entre les fibres C peptidergiques et non
peptidergiques), fonctionnelle (expression de canaux ioniques spécifiques conférant une
sélectivité nociceptive), permet une détection et une transmission appropriée des différents

stimuli nociceptifs, afin de rendre le systéme nociceptif le plus efficace possible.

1.3 L'intégration médullaire

1.3.1 Rappel anatomique et fonctionnel

La moelle épiniére correspond a la partie du systéme nerveux central qui se trouve en
dessous du tronc cérébral. Elle se divise en quatre régions anatomiques : cervicale, thoracique,
lombaire et sacrée. Chacune de ces régions est constituée de plusieurs segments médullaires (31
segments au total chez I'homme). Ces derniers recoivent le message nerveux sensoriel
provenant de la périphérie via les nerfs spinaux. Si I'on observe une coupe transversale de I'un
de ces segments, deux structures médullaires peuvent étre différenciées : la substance blanche,
localisée en périphérie, qui contient l'ensemble des faisceaux d'axones ascendants et/ou
descendants, et la substance grise, en forme de papillon au centre du segment, qui contient les
corps cellulaires des neurones et des cellules gliales. C'est grace aux travaux neuroanatomiques
de Bror Rexed, célébre neuroscientifique suédois, qu'une organisation laminaire en dix couches
(Rexed laminae) de la substance grise a pu étre établie (Figure 4). La corne dorsale de la moelle
épiniére correspond a la région de la substance grise s'étendant de la couche I superficielle a la
couche VI profonde, tandis que la corne ventrale (ou antérieure) de la moelle épiniere
correspond a la région de la substance grise s'étendant de la couche VIl a la couche IX. Notons
que la couche II est généralement divisée en couche II externe (Ilo) et Il interne (Ili), et que la
couche X entoure le canal central. De facon caricaturale, nous pouvons dire que la corne ventrale,
contenant essentiellement des neurones moteurs, est impliquée dans la mise en jeu des réponses
efférentes motrices, alors que la corne dorsale qui regoit les afférences centrales des neurones
sensorielsprojections des fibres afférentes nociceptives (et non nociceptives, voir ci-apres) est

impliquée dans permettant le traitement et I'intégration des informations nociceptives.
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Figure 4 : Organisation anatomique et laminaire de la moelle épiniére. Représentation des
régions cervicale, thoracique, lombaire et sacrée de la moelle épiniére (en haut). La
délimitation des couches de la substance grise de la moelle épiniére (en bas) est
schématisée par des pointillés. La corne dorsale (encadrée en rouge) superficielle et
profonde englobe respectivement les couches I-1I et III-VI. (Modifiée d'aprés Basbaum et
al. 2009).

Les fibres afférentes nociceptives projettent dans la corne dorsale de la moelle
épiniére, qui possede comme nous venons de le voir une organisation laminaire tres

précise, afin d'établir d'établir des contacts synaptiques avec différents neurones
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médullaires localisés dans les différentes couches de la corne dorsale. Des études
anatomiques et électrophysiologiques ont permis de réaliser une cartographie des zones
de projection laminaire, en fonction du type de fibre (A, C peptidergique et non
peptidergique) ou non nociceptive (AB). Schématiquement, les couches superficielles I et
[lo recoivent essentiellement des informations nociceptives via les fibres Ad et C, les
couches III et IV recoivent principalement des informations non nociceptives via les fibres
AB. Pour finir, la couche profonde V est considérée comme une zone de convergence et
d'intégration des informations a la fois nociceptives et non nociceptives relayées par les
fibres Ad et AP (contacts monosynaptiques directs) et par les fibres C (contacts
polysynaptiques indirects). En effet, les fibres nociceptives Ad projettent leurs axones sur
les neurones des couches I, Ilo ainsi que des couches profondes V. Les fibres C
peptidergiques envoient leur axone principalement sur les neurones des couches
superficielles I et Ilo, alors que les fibres C non peptidergiques ciblent préférentiellement
les couches Ili dorsale (la couche Ili peut étre subdivisée en couche Ili dorsale et couche Ili
ventrale). De plus, les fibres afférentes AB myélinisées, responsables de la conduction
rapide d'informations non nociceptives (sensibilité tactile et proprioceptive), projettent
leurs axones de la couche Ili ventrale a la couche V (Basbaum et al. 2009)(Figure 5).
C'est donc dans la corne dorsale de la moelle épiniere, au niveau de ces zones
de projection spécifique, que le premier contact synaptique est établi entre, d'une
part les terminaisons des différentes fibres afférentes du systeme nociceptif et
d'autre part, les différents neurones spinaux qui caractérisent la moelle épiniere. Cela
constitue ainsi le premier niveau d'intégration centrale de l'information nociceptive

périphérique.
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Figure 5 : Principaux sites de projection des fibres afférentes nociceptives (Ad, C) et non
nociceptives (AB) dans la corne dorsale de la moelle épiniére. Les fibres myélinisées
Ad (en violet) et non myélinisées C peptidergiques (en rouge) projettent principalement
dans les couches superficielles I et Ilo ainsi que dans la couche profonde V pour AJ, les
fibres non myélinisées C non peptidergiques (en bleu) projettent dans la couche IIj, enfin
les fibres proprioceptives myélinisées AP (en jaune) projettent dans les couches Ili
ventrale et V (Modifiée d'aprés Basbaum et al. 2009).

1.3.2 Les neurones de la corne dorsale

Deux catégories de neurones spinaux, localisés dans la corne dorsale de la
moelle épiniere et impliqués dans la nociception (Figure 6), ont été identifiées sur la
base de leur réponse sélective aux différentes stimulations sensorielles : les neurones
nociceptifs spécifiques, activés uniquement par des stimulations nociceptives et les
neurones nociceptifs non spécifiques, qui répondent préférentiellement mais non
exclusivement aux stimuli nociceptifs. Notons par ailleurs qu'il existe dans la corne
dorsale de la moelle épiniere, des neurones dits non nociceptifs spécifiques, qui ne
répondent qu'a des stimulations non nociceptives, et qui sont impliqués dans la
transmission et l'intégration d'informations sensorielles non douloureuses médiées par

les fibres AP (tact 1éger).

Les neurones nociceptifs spécifiques (NS) sont principalement localisés dans la
couche I superficielle de la corne dorsale de la moelle épiniere, et sont contactés
exclusivement par les fibres nociceptives Ad et C, au travers d'un contact synaptique
direct entre le neurone NS (corps cellulaire, dendrites) et la fibre afférente
(terminaisons centrales). Certains de ces neurones NS peuvent étre spécifiques d'une
modalité sensorielle nociceptive (par exemple thermique ou mécanique). Cependant,
quelle que soit leur sélectivité envers les modalités sensorielles, les neurones NS ne

répondent qu'a des stimulations nociceptives de haute intensité. Ainsi, lorsqu'un
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stimulus nociceptif est détecté en périphérie par les nocicepteurs Ad et C, les neurones
NS répondent par I'émission de potentiels d'action pouvant coder, dans une certaine

mesure, l'intensité de la stimulation (Figure 6).

A
120 _
Pincement intense
§ 90
&
T
o 60 4
o
5 |
Z muvement F'ressmn F'incement
des poils

30 60 90 120 150
Temps (sec)

Figure 6 : Enregistrement électrophysiologique d'un neurone nociceptif spécifique.
Réponse uniquement a un stimulus nociceptif tel qu'un pincement intense. Abréviation :
PA, Potentiel d'action. (D'aprés (Basbaum et al. 2009).

Les neurones sensoriels sont également caractérisés par leur champ récepteur,
défini comme le territoire au sein duquel I'application d'un stimulus approprié déclenche
ou modifie la réponse de ce neurone sensoriel. Pour les neurones NS, les champs

récepteurs sont localisés sur un petit territoire.
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Figure 7 : Enregistrement électrophysiologique d'un neurone nociceptif non spécifique.
Réponse a différents types de stimulation. Abréviation : PA, Potentiel d'action. (D'aprés
Basbaum et al. 2009).

Les neurones nociceptifs non spécifiques présentent plusieurs caractéristiques
fonctionnelles qui leur ont conféré différentes appellations: neurones a convergence,
neurones polymodaux ou neurones a large gamme dynamique (wide dynamic range,
WDR). En effet, ces neurones ont la particularité de recevoir des informations a la fois des
fibres afférentes nociceptives Ad et C et des fibres non nociceptives AB, et par conséquent
de répondre non seulement a une large gamme de modalités sensorielles (mécaniques,
thermiques et chimiques), mais également a un large spectre d'intensité de stimulation
(pouvant aller par exemple du toucher léger au pincement nociceptif). Ces neurones codent
l'intensité de la stimulation puisque celle-ci module directement la fréquence de décharge
du neurone. Ceci permet également de coder indirectement la distinction entre une
stimulation nociceptive et non nociceptive, avec des stimuli nociceptifs qui induisent une
fréquence de décharge plus élevée et activent une plus grande population de neurones

comparativement aux stimuli non nociceptifs (Figure 7). Des études électrophysiologiques
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ont permis d'identifier ces neurones en moins grand nombre dans les couches
superficielles 1 et II. Ils représentent environ le cinquieme des neurones nociceptifs
enregistrés alors que dans les couches profondes IV a VI de la corne dorsale de la moelle
épiniere, ils représentent la majorité des neurones nociceptifs. Les champs récepteurs de
ces neurones peuvent couvrir des territoires réduits ou plus étendus. Ils possédent une
organisation particuliére car toute la surface du champ récepteur n'est pas équivalente en
termes de sensibilité de détection. Ainsi, plus la stimulation (d'intensité donnée) est
localisée au centre du champ récepteur, plus l'activité résultante du neurone nociceptif

non spécifique associé est maximale (Donald D Price, Greenspan, and Dubner 2003).

Parallelement a cette classification, dépendante de la sensibilité de ces cellules aux
informations sensorielles afférentes, les neurones de la corne dorsale de la moelle épiniére
impliqués dans la nociception peuvent également étre classés en fonction de leurs cibles
(intramédullaire vs extramédullaire): les interneurones et les neurones de projection

respectivement.

En ce qui concerne les neurones de projection, leurs axones sont organisés en
faisceaux ascendants et permettent de relayer le message douloureux vers les centres
supra spinaux. Une population importante de ces neurones de projection a été identifiée
dans la couche I superficielle de la corne dorsale. La grande majorité de ces neurones
(environ 80%) expriment le récepteur de la substance P (NK1, Neurokinin 1 receptor)
(Todd 2002) neuropeptide libéré par les fibres afférentes nociceptives. Ces neurones
répondent donc a des stimulations nociceptives et peuvent par conséquent étre identifiés
comme des neurones nociceptifs spécifiques et/ou non spécifiques (P. W. Mantyh et al.
1997). 11 a été montré que ces neurones de projection NK1 positifs localisés dans la couche
[ projettent dans différentes régions cérébrales telles que le thalamus, la substance grise
périaqueducale (PAG) et l'aire parabrachiale (PB) (Todd 2002). Un grand nombre de
neurones de projection a également été identifié dans les couches profondes III a VI de la
corne dorsale de la moelle épiniere. Ces neurones projettent leurs axones principalement
vers le thalamus, via le faisceau spinothalamique, véhiculant essentiellement la

composante sensori-discriminative de l'information nociceptive.

A l'opposé de ces neurones de projection, dont le role est de transmettre
I'information nociceptive aux centres supra spinaux, les interneurones peuvent également
étre activés par des stimulations nociceptives provenant des fibres afférentes (Basbaum et
al. 2009). Ces interneurones, en particulier ceux localisés dans la couche II (Ilo, Ili dorsale,
[li ventrale), sont impliqués dans le transfert inter- et intralaminaire, l'intégration et la

modulation des informations nociceptives. Dans la corne dorsale, deux types
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d'interneurones peuvent étre identifiés sur la base de leurs actions post-synaptiques:
excitatrice ou inhibitrice. Les interneurones excitateurs sont non seulement impliqués
dans l'activation indirecte (polysynaptique) des neurones de projection des couches
superficielles et profondes, mais ils peuvent également exercer une action excitatrice sur
les terminaisons des fibres afférentes nociceptives par rétrocontrole. On parle
d’amplification du signal. Les transmetteurs permettant de médier l'action de ces
interneurones excitateurs sont principalement le glutamate (Landry et al. 2004), des
neuropeptides (tels que la substance P, la neurotensine et le VIP : Vasoactive intestinal
peptide) (Coggeshall and Carlton 1997) et/ou des cholécystokinines (CCK) (Coggeshall
and Carlton 1997). Certains de ces interneurones excitateurs, comme ceux localisés dans la
couche Ili ventrale de la corne dorsale de la moelle épiniere, se caractérisent par
I'expression de la protéine PKCy (Protéine kinase Cy) (Basbaum et al. 2009). Ces
interneurones PKCy peuvent recevoir des entrées synaptiques en provenance des fibres
non nociceptives AB (Neumann et al. 2008). Ainsi, les interneurones excitateurs et les
neurones de projection forment un réseau activé par les fibres AS et C (voir ApR),
responsable du transfert de l'information nociceptive des fibres afférentes aux neurones
de projection et, dans un second temps, aux centres supra spinaux. Par opposition, les
interneurones inhibiteurs sont considérés comme des régulateurs importants, limitant la
transmission des informations nociceptives. Pour ce faire, ils contactent directement les
neurones de projection et/ou les terminaisons des fibres afférentes nociceptives. Plusieurs
classes neurochimiques d'interneurones inhibiteurs ont été identifiées : (1)
cholinergiques, exprimant l'acétylcholine qui agit via les récepteurs muscariniques et
nicotiniques (Coggeshall and Carlton 1997) (2) GABAergiques et glycinergiques,
exprimant le GABA (Acid y-aminobutyrique) et/ou la glycine qui agissent respectivement
via les récepteurs du GABA (GABAA et B) et de la glycine (GlyR) (M ] Millan 1999). Les
interneurones GABAergiques (non glycinergiques) peuvent également exprimer plusieurs
neuropeptides, permettant de différentier les interneurones GABAergiques exprimant la
galanine et le neuropeptide Y, de ceux exprimant la galanine et I'enképhaline (Munglani,
Hudspith, and Hunt 1996). Ces interneurones inhibiteurs sont eux aussi contactés par les
fibres afférentes nociceptives Ad et C (M Yoshimura and Nishi 1995). Par conséquent, la
douleur induite lors de la stimulation directe des neurones de projection (neurones
nociceptifs spécifiques et non spécifiques) par les fibres A8 et C, peut étre régulée par
I'activation simultanée des interneurones inhibiteurs par ces mémes fibres afférentes

(Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique des principaux éléments constituant le réseau
neuronal nociceptif dans la corne dorsale de la moelle épiniére. Il existe deux principaux
types de neurones de projection dans la corne dorsale de la moelle épiniére : les neurones
nociceptifs spécifiques (NS) dans les couches superficielles (en bleu) et les non spécifiques
(WDR) dans les couches plus profondes (en violet). Ces neurones de projection sont
contactés par les fibres afférentes nociceptives A et C et non nociceptives AS ainsi que par
des interneurones inhibiteurs (en rouge) et/ou excitateurs (en vert ou rose pour les
interneurones PKCy) (D'apres (Berger etal. 2011)
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1.4 Role des structures supramédullaires

1.4.1 Les voies ascendantes nociceptives

Apres intégration dans la corne dorsale de la moelle épiniere, l'information
nociceptive est transmise aux centres supra spinaux (thalamus, hypothalamus,
mésencéphale, tronc cérébral) via les neurones de projection. Les axones de ces
neurones organisés en faisceaux, sont a l'origine de multiples voies de projection
ascendantes nociceptives : les voies spino-thalamique (de loin la plus importante),
spino- mésencéphalique, spino-parabrachiale, spino-hypothalamique, spino-réticulaire,
spino- cervicale mais aussi la voie des colonnes dorsales. Ces différentes voies sont
indiquées dans le Tableau 1 ci-dessous. Apres le thalamus, I'information nociceptive est
finalement transmise via un ultime contact synaptique aux structures corticales : le
cortex sensoriel primaire et secondaire (S1, S2), cingulaire antérieur, insulaire et

préfrontal (Figure 9).

Les nombreuses régions cérébrales impliquées dans le traitement de l'information
nociceptive, ainsi que la grande diversité des voies ascendantes mises en jeu,
traduisent la complexité de ce phénomene qu'est la douleur. L'expérience de la
douleur est par conséquent associée a l'activation de différentes structures cérébrales
constituant une "matrice" sous-tendant les réponses sensori-discriminatives,
émotionnelles, motrices somatiques et autonomes (dont cardiovasculaires et viscérales),

et cognitives de la douleur (Basbaum et al. 2009)
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ipales voies ascendantes (M ] Millan 1999)

Princ
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Figure 9 : Représentation schématique des principales voies ascendantes nociceptives et
des régions cérébrales impliquées dans le traitement de la douleur. Le stimulus
douloureux est détecté en périphérie par les terminaisons des nocicepteurs (A$ et/ou C),
puis transmis jusque dans la corne dorsale de la moelle épiniére. A ce niveau, des neurones
de projection nociceptifs spécifiques (NS) et non spécifiques (WDR) intégrent
I'information douloureuse avant de la transmettre, via différentes voies ascendantes (en
bleu), a plusieurs structures cérébrales (en rouge) : le thalamus, mais aussi la substance
grise périaqueducale (PAG), I'aire parabrachiale (PB), I'hypothalamus (HT) et I'amygdale
(Amyg). Un dernier contact synaptique se fait au niveau du thalamus principalement avec
un neurone dit de troisiéme ordre qui projette a son tour sur différentes régions corticales
(en vert) : le cortex insulaire (CI), le cortex somato-sensoriel primaire et secondaire (CSS1
et CSS2), le cortex cingulaire antérieur et postérieur (CCA et CCP), le cortex moteur
primaire (CM1), le cortex préfrontal (CPF) (Modifiée d'aprés (Schweinhardt and Bushnell
2010).
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1.4.2 Les voies descendantes nociceptives

Les voies nociceptives descendantes, issues du tronc cérébral et d'autres centres
supra spinaux, jouent un role important dans la modulation et l'intégration de
I'information nociceptive au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere. Ces voies
peuvent exercer une action inhibitrice ou excitatrice sur les neurones nociceptifs de la
corne dorsale et ainsi réduire ou potentialiser le message douloureux. Les voies
descendantes inhibitrices, principalement sérotoninergiques, noradrénergiques,
opioidergiques et GABAergiques (M ] Millan et al. 1997) peuvent non seulement agir sur
les terminaisons des fibres afférentes nociceptives en réduisant la libération des
neurotransmetteurs pronociceptifs (M ] Millan et al. 1997), mais aussi sur les neurones
de projection eux-mémes en inhibant leur activité directement ou indirectement via
la modulation du réseau d'interneurones excitateurs et inhibiteurs de la corne dorsale
(Yang et al. 1998). Cependant, les voies descendantes nociceptives n'exercent pas
uniquement une action inhibitrice sur la corne dorsale de la moelle épiniere. En effet, un
méme neurotransmetteur de ces voies descendantes, pourra exercer de multiples actions
post-synaptiques selon les neurones médullaires contactés (par exemple, interneurones
inhibiteurs vs neurones de projection) et le type de récepteur activé (par exemple,
récepteurs sérotoninergiques inhibiteur vs excitateur). Ces voies descendantes inhibitrices
et facilitatrices peuvent avoir pour origine la méme structure cérébrale, conférant a une
méme structure la capacité d’'un contrdle positif et/ou négatif sur les neurones
nociceptifs de la corne dorsale (Sandkiihler 1996). Comme pour les voies descendantes
inhibitrices, il a été montré que les voies descendantes excitatrices peuvent non
seulement agir sur les terminaisons des fibres afférentes nociceptives, mais aussi sur les
neurones intrinseques (neurones de projection et interneurones inhibiteurs et

excitateurs) de la corne dorsale de la moelle épiniere (M ] Millan et al. 1997).

Par conséquent, en modulant l'activit¢ des neurones nociceptifs de la corne
dorsale de la moelle épiniére (via de multiples mécanismes), les centres supérieurs
via les voies descendantes inhibitrices et excitatrices participent eux aussi a

I'intégration de l'information nociceptive.

1.5 L’amygdale au sein de la matrice douloureuse

L’amygdale est une structure importante dans l'intégration et la mise en forme de
I'expression doulouresue, en particulier pour la réponse émotionnelle (Kalivas et al. 1982)

Mon travail a porté principalement sur les symptomes de I'anxiété réactive a la douleur
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neuropathique et sur les signes de dépression associés. Pour cette raison, son role est

détaillé dans les paragraphes qui suivent.

1.5.1 Amygdale & douleur

Un nombre croissant d’études a commencé a s’intéresser au role de I'amygdale dans
la douleur au cours de ces trente derniéres années. En effet, la douleur possede également
une composante émotionnelle forte, désagréable, qui conditionne un comportement
aversif. L'amygdale intégre de nombreuses informations sensorielles, dont certaines sont
nociceptives, et polymodales. Il est admis que I'amygdale attribue a ces informations une
valeur émotionnelle, que I'on appelle « valence », et qui peut étre positive ou négative. Par
exemple, lors d’'un protocole de peur conditionnée, I'association entre le son et le choc
électrique va recevoir une valence négative, qui sera stockée dans les structures cérébrales
de la mémoire émotionnelle. Ainsi, lors d’'une présentation ultérieure du stimulus sonore,
le comportement de I'individu sera associé a de la peur et a une stimulation exacerbée de
tous ses parametres autonomes. Par ailleurs, si 'on prend '’exemple d’'un animal dans la
nature qui se retrouve face a un prédateur, sa réponse comportementale adaptée inclura
des phénomenes d’inhibition de la douleur (hypoalgésie) afin de faciliter une réaction
rapide de fuite ou d’attaque (J. E. LeDoux 2000). On voit donc que I'amygdale, qui fait
partie des structures activées dans la "matrice" douloureuse, joue un role clé dans
I'expression comportementale de la sensation douloureuse. Au dela de la douleur aigue
(clinique ou non), il existe une relation forte et réciproque entre douleur chronique et état
émotionnel. En effet, une douleur chronique peut conduire certains patients a des états
anxieux et dépressifs. Inversement, un état anxieux (ou dépressif) chronique augmente le
risque de développer une pathologie douloureuse chronique et peut induire des
phénomenes d’hypersensibilité sensorielle. Ces aspects ont pu étre montrés en clinique
chez 'homme (Gallagher, Moore, and Chernoff 1995) ainsi que dans des modéles animaux
(Gongalves et al. 2008; Yalcin et al. 2011). De maniere générale, on peut dire que si le
stress et la peur peuvent inhiber la douleur, 'anxiété et les états dépressifs vont avoir
tendance a augmenter l'intensité d’'une douleur ressentie. Dans l'une ou l'autre de ces
situations, 'amygdale peut participer aux mécanismes d’hyper- ou d’hypoalgésie, mais

également aux troubles émotionnels associés a la douleur.

Le noyau central de 'amygdale (CeA, appelé aussi "amygdale nociceptive") est une
structure cible de la voie nociceptive spino-parabrachio-amygdaloide, mais ses efférences
envoie également des informations importantes vers les structures du tronc cérébral pour

la modulation douloureuse "descendante”. Ainsi, I'analgésie associée lors d'un protocole de
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peur conditionnée est tres atténuée chez des animaux dont le CeA a été lésé (Fox and

Sorenson 1994).

Le role clé de l'amygdale centrale dans la nociception est également attesté par
I'administration de substances pharmacologiques qui modulent l'activité des réseaux
neuronaux. L’'injection de neurotensine, un peptide neuromodulateur, dans le CeA produit
un effet antinociceptif (Kalivas et al. 1982). De la méme maniére, une injection de
bicuculline, un antagoniste spécifique des récepteurs GABAA, provoque un effet
antinociceptif, tandis que linjection de muscimol, un agoniste GABAA, induit une
augmentation des symptoémes douloureux (Hasanein, Mirazi, and Javanmardi 2008). A
’échelle cellulaire et moléculaire, les mécanismes de plasticité synaptique sont également
en jeu au niveau des afférences apportant les informations nociceptives. En 2004,
Neugebauer et ses collaborateurs ont montré que dans un modele de douleur aigué chez le
rat, la transmission synaptique excitatrice (NMDA dépendante) des afférences
nociceptives au CeA était augmentée a partir de 6 a 8 heures apres l'induction de la
douleur (W. Li and Neugebauer 2004). Quelques années plus tard, Ikeda et ses collegues
ont réalisé le méme type d’étude mais avec un modele de douleur neuropathique (Ikeda et
al. 2007). Ils ont ainsi pu montrer qu’'une douleur neuropathique induit une PLT
(Potentialisation a long terme) de la transmission synaptique excitatrice enregistrée dans
les neurones du CeA. La PLT est bilatérale (observée dans les noyaux du CeA gauche et
droit) pour les afférences synaptiques issues du noyau basolatérale de I'amygdale (BLA)
mais uniquement controlatérale a la 1ésion pour celles provenant du noyau parabrachial. A
la différence du modele aigu de douleur, la PLT est ici indépendante des récepteurs NMDA
du glutamate. Ces quelques études montrent bien la place importante qu'occupe le CeA

dans I'un des circuits d’intégration et de modulation de la douleur.

Néanmoins, comme I'ont montré les études portant sur le processus d’'intégration et
de "mémorisation" dans les protocoles de peur conditionnée, le BLA est également un
complexe important au sein de I'amygdale lors du traitement de l'information nociceptive.
Le BLA recoit des informations nociceptives (Lanuza, Moncho-Bogani, and Ledoux 2008), .
Une étude a également montré que I'infusion d’opioides dans le BLA induit une action anti-
nociceptive puissante (Helmstetter et al. 1998). Le BLA, bien qu'il ne soit pas directement
inclus dans la voie spino-parabrachio-amygdaloide, peut donc néanmoins l'influencer, via

ses projections sur le CeA.

1.5.2 Rappel anatomique
L’amygdale est I'une des principales structures du systeme limbique. Elle correspond

a un ensemble de noyaux qui, chez la plupart des mammiferes, est situé a la face médiane
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du lobe temporal, dans la partie antérieure de l'extrémité temporale de la corne des
ventricules latéraux (Veinante, Yalcin, and Barrot 2013). Différentes descriptions
anatomiques de cette structure relativement hétérogene, utilisant des nomenclatures

différentes, ont été réalisées (Pitkdnen 2000).
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Figure 10 : Organisation anatomique de I'amygdale. A: section frontale d'un cerveau de rat
au niveau de l'amygdale traitée pour la coloration de l'acétylcholinestérase. La zone
encadrée indique la position de la région agrandie droite. Les quatre groupes principaux
sont décrits: Superficielle (violet), basolatérale (rouge), centrale (bleu), médiale (vert).
B: Représentation schématique des principaux noyaux de l'amygdale.Le groupe
basolatérale (rouge) comprend I'latéral (L), basolatérale (BL), ventro-basolatérale (BLV)
et (BM) noyaux basomedial. Le groupe central est représenté par le noyau central avec ses
subdivisions. (CELC), latéral (CDDE) et médial (CEM). La médiane (vert) et des groupes
superficiels (violets) sont représentés a ce niveau par le groupe médian (MEA) et cortical
antérieur (ACO). Les masses de cellules intercalées (ITC, noir) semblent coincées entre BL
et le CEA. Autres abréviations: CPU: caudé-putamen;ic: capsule interne; GP: pallidus
globus; OT: tractus optique (Veinante, Yalcin, and Barrot 2013).

Le groupe basolatéral

Le groupe basolatéral est composé du noyau latéral, du noyau basal (parfois appelé
basolatéral), et du noyau basal accessoire (également appelé basomédian). Dans la
littérature, il est courant de retrouver ce groupe de trois noyaux sous la dénomination
de « complexe basolatéral » (BLA). Le noyau latéral est localisé dorsalement dans
I'amygdale et situé juste au-dessus du noyau basal. Chez la souris, la capsule externe se

divise en deux ramifications qui vont entourer les noyaux latéral et basal (Paxinos and
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Watson 2001). A titre de comparaison, chez le rat, ces deux noyaux sont bordés
latéralement par la capsule externe et médialement par le noyau central. Le noyau
basal accessoire, est quant a lui situé ventralement par rapport au noyau basal. Le
noyau latéral présente trois subdivisions : dorsolatérale, ventrolatérale et médiane. Le
noyau basal a, quant a lui, deux subdivisions : une partie antérieure magnocellulaire et

une partie postérieure parvocellulaire.

Le groupe des noyaux corticaux

Le second groupe est celui des noyaux corticaux. Ce groupe est ainsi nommé car les
noyaux qui le composent possédent de nombreuses caractéristiques corticales ainsi
qu’une structure organisée en couches, comme c’est le cas dans le cortex (Alheid, De
Olmos, and Beltramino 1995). Ce groupe est constitué du noyau du tractus olfactif
latéral, du noyau du lit du tractus olfactif latéral et des noyaux corticaux antérieur et
postérieur. L'ensemble de ces noyaux est situé tres ventralement, a la surface du

cerveau.

Le groupe centromédian

Le groupe centromédian est composé du noyau central et du noyau médian. Chez la
souris, ces noyaux sont localisés médialement par rapport au groupe basolatéral. Le
noyau central (CeA) est le noyau principal de ce groupe, et se subdivise en trois parties
définies par leur cytoarchitecture, leur neurochimie et leurs connections : la partie
capsulaire, la partie latérale et la partie médiane. Le noyau central est généralement

défini comme étant le noyau de sortie de I'amygdale (Pitkdnen 2000).

Les autres noyaux de I'amygdale

Il subsiste un dernier groupe de noyaux, qui ont été définis comme faisant partie de
I'amygdale (Pitkdnen, Savander, and LeDoux 1997), mais qui ne s’integre pas dans les
groupes cités précédemment en raison de leurs caractéristiques anatomo-
fonctionnelles. Ce groupe est constitué de l'aire de I'amygdale antérieure, de l'aire
amygdalo-hippocampique et des noyaux (ou « masses») intercalés. L’aire de
I'amygdale antérieure est la plus rostrale des parties de I'amygdale, tandis que I'aire
amygdalo-hippocampique est la plus caudale. Les noyaux intercalés sont, quant a eux,
de petits groupes de neurones situés entre les fibres délimitant les différents noyaux

de 'amygdale.
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1.5.3 Afférences de 'amygdale

Les afférences de 'amygdale peuvent étre séparées en fonction du type d’'information
qu’elles acheminent. Les afférences provenant des régions corticales et thalamiques, qui
sont les plus nombreuses, transportent des informations venant principalement d’aires
sensorielles, ou en rapport avec les circuits de la mémoire. Ces afférences sont
glutamatergiques, majoritairement ipsilatérales et entrent dans 'amygdale via la capsule
externe (Mascagni, McDonald, and Coleman 1993). Les informations acheminées peuvent
étre des modalités sensorielles primaires (olfactive, somatosensorielle, gustative et
viscérale, auditive ou encore visuelle), ou bien des informations de type polymodal. Celles-
ci sont composées de plusieurs modalités sensorielles qui ont été associées et intégrées
préalablement dans une ou plusieurs aires corticales avant d’étre transmises (McDonald
1998). 1l existe également d’autres entrées provenant des zones hypothalamiques ou du
tronc cérébral, qui apportent quant a elles des informations en rapport avec le

comportement ou les systemes autonomes.

Afférences du complexe basolatéral de I’'amygdale

Les noyaux du complexe basolatéral de 'amygdale (BLA), qui est considéré comme
I'entrée principale de I'amygdale (Pitkdnen 2000), recoivent de nombreuses informations
sensorielles primaires. Les informations olfactives proviennent des bulbes olfactifs
principal et accessoire, du cortex piriforme et du noyau olfactif antérieur, et projettent
vers tous les noyaux du BLA, ainsi que certains noyaux corticaux (Luskin and Price 1983;
Scalia and Winans 1975). Les informations gustatives et viscérales provenant des aires
primaires du cortex insulaire projettent de fagon importante dans le noyau latéral et le
noyau basal (Shi and Cassell, 1998). Des entrées se font également a partir du noyau
ventro-postéro-médian du thalamus et connectent le noyau latéral et basal (Nakashima et
al. 2000). Les informations auditives et visuelles proviennent en revanche plutot d’aires
associatives et pas ou peu des aires primaires. Les informations auditives proviennent des
aires auditives secondaires et du noyau géniculé médian du thalamus, et connectent le
noyau latéral de 'amygdale (J. E. LeDoux, Farb, and Romanski 1991; J. E. LeDoux, Farb, and
Ruggiero 1990). De la méme manieére, les informations visuelles proviennent du thalamus
et des aires visuelles secondaires et connectent également le noyau latéral de 'amygdale
(C. Shi and Davis 2001). Enfin pour les informations somatosensorielles et notamment
nociceptives, la plupart des afférences proviennent des aires somatosensorielles primaires
et vont contacter le noyau latéral et le noyau basal de I'amygdale (C. ]. Shi and Cassell
1998). Des informations somatosensorielles arrivent également a l'amygdale via des

projections du noyau parabrachial, et des noyaux géniculés médian et intralaminaire
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postérieur du thalamus, qui sont impliqués dans les circuits véhiculant la transmission de
I'information nociceptive (Bernard, Peschanski, and Besson 1989; Bordi and LeDoux
1994). Ces noyaux connectent 'amygdale via le noyau latéral et le noyau basomédian de
I'amygdale (Bernard, Alden, and Besson 1993). Les noyaux du BLA recoivent également un
certain nombre de données polymodales. La majeure partie d’entres elles proviennent du
cortex préfrontal qui va connecter essentiellement le noyau basal de I'amygdale, mais
également et dans une moindre mesure les noyaux latéral et basomédian (Mcdonald,
Mascagni, and Guo 1996). La seconde partie des informations polymodales provient des
structures impliquées dans la mémoire déclarative a long terme : le cortex périrhinal, le
cortex entorhinal, le cortex parahippocampique et I'hippocampe (Milner, Squire, and
Kandel 1998). Les connections entre le BLA et ces structures sont massives et réciproques
(McDonald 1998). Enfin le BLA, recoit également des informations provenant de

I’hypothalamus (Pitkdnen 2000).

Afférences du novau central de 'amygdale

Le noyau central de 'amygdale (CeA) recoit également des informations sensorielles
primaires, mais elles sont restreintes a certaines modalités. Ainsi le CeA ne recoit pas ou
peu d’informations olfactives et auditives (J. E. LeDoux, Farb, and Romanski 1991; ]. E.
LeDoux, Farb, and Ruggiero 1990; Luskin and Price 1983; Scalia and Winans 1975). Les
informations gustatives et viscérales provenant des aires primaires du cortex insulaire, du
noyau ventro-postéro-médian du thalamus et du noyau parabrachial projettent dans la
partie latérale du noyau central (Bernard, Alden, and Besson 1993). Les informations
visuelles proviennent du thalamus et des aires visuelles secondaires et connectent la
partie latérale du noyau central de I'amygdale (C. Shi and Davis 2001). Pour les
informations somatosensorielles, la plupart des afférences provient des aires
somatosensorielles primaires et connecte le noyau central (C. J. Shi and Cassell 1998). Les
informations somatosensorielles impliquées dans la transmission de l'information
nociceptive, qui proviennent du noyau parabrachial, et des noyaux géniculé médian et
intralaminaire postérieur du thalamus, projettent dans la partie médiane du noyau central
(Bernard, Alden, and Besson 1993). Le noyau central recoit, tout comme le BLA, des
informations polymodales de la part du cortex préfrontal (Mcdonald, Mascagni, and Guo
1996), du cortex entorhinal (McDonald and Mascagni 1997), de I'hippocampe (Canteras
and Swanson 1992), et de 'hypothalamus (Pitkdnen 2000). En revanche, a la différence du
BLA, le CeA recoit des entrées provenant de nombreuses structures du tronc cérébral :
noyau parabrachial, substance grise périaqueducale (PAG), BNST, substance innominée,

formation réticulée ponto-mésencéphalique, aire tegmentale ventrale, substance noire,
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locus coeruleus, raphé (Alheid, De Olmos, and Beltramino 1995; Cassell, Freedman, and Shi
1999). Certaines structures, notamment la PAG et le noyau parabrachial, sont fortement
impliquées dans les voies de la nociception (Gauriau and Bernard 2002). La connexion
avec le noyau parabrachial inclus le CeA dans la voie spino-parabrachio-amygdaloide, qui

est une voie spécifique de la douleur (Bernard, Alden, and Besson 1993).

1.5.4 Efférences de 'amygdale

Efférences du complexe basolatéral de 'amygdale

Le BLA est considéré comme 'entrée principale de 'amygdale, il possede également
des efférences notables. Tout d’abord, il existe des connections réciproques importantes
vers les centres de la mémoire desquels il recoit des informations polymodales, comme
celles issues du cortex périrhinal (McDonald 1998) ou encore de '’hippocampe (Petrovich,
Canteras, and Swanson 2001). Il a également été montré que le BLA projette de facon
importante vers le noyau accumbens (McDonald 1991). Le noyau latéral et le noyau basal
projettent tous deux vers le cortex préfrontal ainsi que le thalamus (McDonald 1998).
Enfin, le BLA projette de maniere importante mais non réciproque vers le CeA (Savander

et al. 1995).

Efférences du novau central de I'amygdale

Le noyau central, noyau de sortie principal de 'amygdale, présente de nombreuses
efférences qui vont avoir une implication dans certains types de comportements ; la peur
par exemple, notamment la peur conditionnée, ou bien la fuite face a une situation
dangereuse. Le noyau central peut également contrdler les réponses autonomes associées
ou non a ce comportement, comme par exemple la libération d’hormones de stress (i.e.
corticotrophine, corticostérone), ou I'augmentation de la pression artérielle et du rythme
cardiaque (Davis, Rainnie, and Cassell 1994; ]. LeDoux 2003). Ainsi, la projection la plus
massive du CeA s’effectue vers 3 structures importantes du tronc cérébral. Tout d’abord la
PAG, qui est impliquée dans la vocalisation, la fuite, I'analgésie ou encore la modulation
cardiovasculaire (Rizvi et al, 1991; Behbehani, 1995). La seconde structure du tronc
cérébral contactée par le CeA est le noyau du tractus solitaire, qui module le systeme vagal
(van der Kooy et al. 1984). Enfin, le noyau parabrachial, duquel le CeA recoit des
informations nociceptives, est également modulé par ce dernier (Moga et al. 1990). Le CeA,
qui recoit des informations ascendantes nociceptives via la voie spino-parabrachio-
amygdaloide (Gauriau and Bernard 2002), peut également jouer un role sur les controles
descendants nociceptifs (Mark ] Millan 2002). Le noyau central projette également vers les

noyaux de l'aire latérale de 'hypothalamus (J. E. LeDoux et al. 1988), ainsi que vers le
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BNST (H. W. Dong, Petrovich, and Swanson 2001), qui innerve lui aussi les noyaux
hypothalamiques. Enfin, le CeA projette vers la plupart des noyaux monoaminergiques : le
Locus Coeruleus qui est noradrénergique, les noyaux dopaminergiques comme la
substance noire et I'aire tegmentale ventrale, ainsi que le Raphé qui est sérotoninergique

(Alheid, De Olmos, and Beltramino 1995).

Prefrontal cortex
(regulation)

Polymodal
assoc. cortex
(cognition)

Modulatory systems
{NE, DA, ACh, 5HT)
(arousal)

Periaqueducal gray
(freezing)

Hypothalamus
{symp ns. hormones)

Ventral striatum \ Dorsal Mot N. Vagus
(inst actions) (parasym ns})

Figure 11: Representation schematique de diferrentes afférences et efférences de
I'amygdale et d’autres structures.

1.5.5 Connections intra-amygdaliennes

Plusieurs études ont montré que les noyaux de 'amygdale présentent de nombreuses
interconnections entre eux (McDonald 1998; Pitkdnen, Savander, and LeDoux 1997; Sah et
al. 2003). Cette organisation permettrait ainsi une entrée des informations sensorielles
dans I'amygdale via le BLA, qui sont traitées localement, puis vont suivre une progression
latéro-médiane vers le CeA, qui va alors agir comme le noyau de sortie de 'amygdale
(Pitkdnen, Savander, and LeDoux 1997). Cependant, les mécanismes synaptiques des
différents circuits intra-amygdaliens sont encore assez mal connus. Les connexions
présentées dans cette partie seront réduites au complexe basolatéral et au noyau central
de 'amygdale, puisque ce sont les mieux décrits actuellement, tant sur leurs implications

que sur leur physiologie.

Le noyau latéral présente des connexions entre ses différentes subdivisions, afin de
traiter localement les informations sensorielles et polymodales qu’il recoit (Pitkdnen et al.
1995). Il projette également de fagon importante au noyau basal et au noyau basomédian
ainsi qu’a la partie capsulaire du CeA (Pitkdnen et al. 1995). Ces connexions sont
réciproques, a I'exception de celle avec le noyau central (Savander et al. 1997). Le noyau
basal, quant a lui, regoit de nombreuses informations polymodales et sensorielles. Il

présente également des connexions entre ses différentes subdivisions mais la plus
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importante projection du noyau basal est vers la partie médiane du CeA (Savander et al.
1995). Etant donné que les efférences du CeA vers les centres controlant les réponses
autonomes émergent de la partie médiane, les projections du noyau basal peuvent donc

avoir un réle important dans la modulation de la sortie d'informations de I'amygdale.

Le noyau central, qui représente donc la sortie majeure de l'amygdale, recoit
beaucoup de contacts des autres noyaux amygdaliens mais n’en fait pas en retour. En
revanche, le CeA présente lui aussi de nombreuses connexions entre ses différentes

subdivisions (Jolkkonen and Pitkdnen 1998).

Pour résumer, les différents noyaux de l'amygdale présentent de nombreuses
connexions entre eux, ce qui indique un traitement local de I'information assez important,
avant qu’elle ne sorte de la structure pour conduire éventuellement a des modifications du
comportement ou des parametres autonomes. Le BLA, qui peut étre considéré comme
I'étage d’entrée et d’intégration des informations sensori-discriminatives, va transmettre
I'information traitée au CeA. Aprés intégration de cette information au sein du noyau, le
CeA va alors agir en tant qu’étage de sortie de 'amygdale. Le BLA pourrait donc étre
considéré comme un modulateur du fonctionnement du CeA. La compréhension des
mécanismes en jeu dans ces traitements locaux d’informations est un élément clé afin de
comprendre comment I'amygdale module les parameétres comportementaux,

physiologiques et autonomes.

1.5.6 Amygdale basolatérale : aspects neurochimiques.

Le noyau basal peut étre subdivisé en une division basomédiale, basolatérale, et
basoventrale. Comme indiqué plus haut, le noyau latéral est la principale porte d’entrée
des informations sensorielles de I'amygdale. Il posséde des connexions réciproques denses
avec les régions corticales sensorielles. Le noyau central est la principale porte de sortie de
I'amygdale pour l'expression physiologique des émotions. Le noyau basal qui recoit de
multiples connexions a partir du noyau latéral agit donc comme un relais « modulateur »
sur le CeA. Le noyau basal forme une boucle de connectivité avec le cortex préfrontal
médian (CPFm). Cette connexion réciproque est considérée comme importante dans la
douleur. Dans le complexe basolatéral de 'amygdale, les neurones de projections du BLA
sont glutamatergiques et forment les cellules de sortie de ce complexe. En effet, ils
présentent une forte immunoréactivité pour le glutamate et I'aspartate, mais pas pour
I'acide glutamique décarboxylase (GAD), 'enzyme de synthese du GABA (Swanson and
Petrovitch, 1998). Les interneurones locaux du BLA sont quant a eux GABAergiques. En
effet, ils expriment fortement la GAD (Nitecka and Ben-Ari 1987)(Fig. 9). Les neurones de

projection du BLA recoivent des afférences corticales et thalamiques via des synapses
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asymétriques (Pitkdnen et al. 1995), ce qui confirme la nature glutamatergique de ces
entrées synaptiques. La présence de récepteurs AMPA et NMDA du glutamate a ces
synapses excitatrices a pu étre démontrée grace a des études électrophysiologiques
(Davis, Rainnie, and Cassell 1994; Mahanty and Sah 1999). Les récepteurs AMPA
impliqués ont les mémes propriétés quelle que soit la nature de I'afférence (corticale ou
thalamique). En revanche, les récepteurs NMDA présents aux synapses provenant
d’afférences thalamiques ne semblent pas avoir la méme nature que ceux exprimeés par les
synapses provenant d’afférences corticales (Weisskopf, Bauer, and LeDoux 1999). A la
plupart des synapses, les récepteurs NMDA ne sont pas actifs au potentiel de repos
membranaire des neurones (généralement vers -60 mV), en raison du blocage de leur
canal par le magnésium extracellulaire (Nowak et al.). Ce blocage du canal est voltage-
dépendant et n’est supprimé que par la dépolarisation du neurone au-dela d’'un certain
seuil, qui est variable selon le type de sous-unités qui constituent le récepteur. Certaines
études ont montré que les récepteurs NMDA présents aux synapses des afférences
thalamiques sont moins sensibles au blocage par le magnésium et sont actifs au potentiel
de repos membranaire des neurones (Mahanty and Sah 1999; Weisskopf, Bauer, and
LeDoux 1999). Par ailleurs, la présence présynaptique et postsynaptique de récepteurs
meétabotropiques du glutamate a également été montrée sur les neurones de projection du

BLA (Rainnie, Fernhout, and Shinnick-Gallagher 1992).

Les neurones du BLA expriment également des récepteurs au GABA. La composante
synaptique rapide est médiée par les récepteurs GABAA, tandis que la composante
synaptique lente est médiée par les récepteurs GABAB (Rainnie, Asprodini, and Shinnick-
Gallagher 1991; Washburn and Moises 1992). Ce fonctionnement des synapses
GABAergiques a déja été observé précédemment dans I'hippocampe (Dutar and Nicoll
1988). Par ailleurs, il a été clairement établi que les interneurones du BLA modulent
'activité des neurones de projections via des circuits locaux utilisant des mécanismes
d’inhibition de type « feedback » ou « feedforward » (Dityatev and Bolshakov 2005).
Plusieurs groupes de recherche ont étudié le type de sous-unités composant les récepteurs
GABAA dans I'amygdale. En effet, ce type de récepteur appartenant a la famille des
récepteurs canaux activés par les ligands est constitué de 5 sous-unités qui vont former un
canal perméable aux ions chlore et bicarbonate (Olsen and Tobin 1990). 21 sous-unités
différentes ont pu étre identifiées grace a 'étude moléculaire du récepteur : 6 sous-unités
a,4B,4y,16, 1¢ 1m 16 et3p (Sieghart and Sperk 2002). Le type de sous-unités qui
vont former le pentamere du récepteur va déterminer ses propriétés biophysiques et

pharmacologiques (Sieghart and Sperk 2002). Dans le systeme nerveux des mammiferes,
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le récepteur GABAA est constitué de 2 sous-unités a, 2 sous-unités (3 et une 1 sous-unité vy,
mais cette derniere peut varier en fonction de 'emplacement du récepteur ((H Mohler
2006). ans le BLA, la stoechiométrie majoritaire semble étre al/2-f1-2/3-y2 (Esmaeili,
Lynch, and Sah 2009; Heldt and Ressler 2007). Les récepteurs contenant les sous-unités
al,2,3,5 en combinaison avec n’'importe quelle sous-unité 3 et une sous-unité y2 sont
sensibles a la modulation par les benzodiazépines (Pritchett et al. 1989). Ces molécules,
qui font partie des principaux modulateurs allostériques positifs du récepteur GABAA
(Haefely 1984), se fixent sur un site de modulation propre situé a I'interface entre la sous-
unité a et la sous-unité y (Sigel and Buhr 1997). L’application de diazépam (DZP), une
benzodiazépine couramment utilisée, a été testée dans le BLA. In vitro, le DZP induit une
augmentation de I'amplitude et de la cinétique des courants post-synaptiques inhibiteurs
des neurones du BLA (Marowsky, Fritschy, and Vogt 2004). Infusé in vivo directement
dans le BLA chez des rats, le DZP est anxiolytique et anti-nociceptif (Jiménez-Velazquez,
Lopez-Mufioz, and Ferndndez-Guasti 2010). Les récepteurs GABAA du BLA sont également
sensibles a leur antagoniste spécifique (Marowsky, Fritschy, and Vogt 2004), la bicuculline,
contrairement a une partie des récepteurs présents dans le CeA qui y sont moins sensibles
(Delaney and Sah 1999). En plus des transmissions synaptiques glutamatergique et
GABAergique que l'on retrouve dans la plupart des structures corticales, on trouve un
certain nombre d’autres neurotransmetteurs et neuromodulateurs dans le BLA. On note
par exemple la présence de terminaisons dopaminergiques provenant des structures
mésolimbiques, ainsi que de ses récepteurs D1 et D2 (Rosenkranz and Grace 2002) sur les
neurones BLA. Les afférences provenant du Raphé liberent de la sérotonine dans le BLA
(Daftary, Calderon, and Rios 2012), et certains neurones expriment les récepteurs
sérotoninergiques 5-HT1A, 5-HT2 et 5-HT3 (Stein, Davidowa, and Albrecht 2000). Par
ailleurs, des études ont montré la présence des 3 types de récepteurs aux opiacés (mu,
kappa et delta) (Le Merrer et al. 2009), de récepteurs CB1 aux cannabinoides (Hasanein et
al. 2007), le facteur neurotrophique BDNF ainsi que son récepteur TrkB (Conner et al.
1997), ou encore le facteur de libération de la corticotrophine (CRF) et ses récepteurs
CRF1 et CRF2 (Giesbrecht et al. 2010). Enfin, on retrouve plusieurs neuropeptides tels que
le neuropeptide Y (Giesbrecht et al. 2010), 1a cholécystokinine (Chung and Moore 2009), le
VIP (Roberts et al. 1982), la neurotensine ou encore la substance P (Zhao et al. 2009).
L’ensemble de ces neurotransmetteurs et neuromodulateurs a un réle non négligeable de
régulation des transmissions excitatrice et inhibitrice au sein du BLA. L’amygdale étant
une structure d’intégration de différents types d’informations, son fonctionnement est

dépendant de I'équilibre entre la transmission synaptique excitatrice et la transmission
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synaptique inhibitrice. En effet, dans la plupart des structures d’intégration du systeme
nerveux central, la balance entre I'excitation et I'inhibition régit le fonctionnement de la
structure (Lu et al. 2010). Ceci a pu étre observé dans le cortex somatosensoriel (Zhang
and Sun 2011), 'hypothalamus latéral (Stanley et al. 2011), 'hippocampe, le cortex
préfrontal (Yizhar et al. 2011), ou encore la moelle épiniere (Hathway et al. 2006). Le
maintien de cet équilibre est crucial puisque son dysfonctionnement est a la base de
certaines pathologies, telle que I'épilepsie (Derchansky et al. 2008), la schizophrénie
(Yizhar et al. 2011), 'autisme (Yizhar et al. 2011), ou encore la douleur (FitzGerald 2005;
Hathway et al. 2006; Petrou et al. 2012).
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2 Partie Il : Les douleurs neuropathiques

2.1 Données de clinique humaine

2.1.1 Définitions

Depuis 1994, la douleur neuropathique est définie par I'association internationale
pour 'étude de la douleur (International Association for the Study of Pain, IASP) comme
une « douleur initiée ou causée par une lésion primitive ou un dysfonctionnement du
systéme nerveux ». Il a été plus récemment proposé de définir la douleur neuropathique
comme « une douleur associée a une lésion ou une maladie affectant le systeme
somatosensoriel » (Treede et al. 2008), mais cette définition n’a pas encore regue un
large consensus. Les douleurs neuropathiques sont souvent méconnues, sous estimées
et encore mal prises en charge. Cependant, ces douleurs ne sont pas rares, puisque selon
une étude épidémiologique récente en population générale, des douleurs chroniques de
caractéristiques neuropathiques affectent 7 % de la population francaise adulte (5 %
pour les douleurs neuropathiques modérées a sévéeres), ce qui représente un quart des
patients douloureux chroniques (Bouhassira et al. 2008). A ce jour, suffisamment
d’arguments cliniques et scientifiques sont disponibles pour considérer la douleur
neuropathique comme une entité spécifique qu’il est possible de diagnostiquer,
d’évaluer et de traiter indépendamment de I'étiologie en cause (N Attal et al. 2008).
L’objectif de ces recommandations pour la pratique clinique est de synthétiser les
données de la littérature relatives au diagnostic, a 'évaluation et aux traitements des
douleurs neuropathiques pour faciliter leur reconnaissance et leur prise en charge en

médecine ambulatoire.

2.1.2 Etiologies
Les deux tableaux qui suivent, tirés de la revue de Martinez et al. 2010 donnent une

image des principales formes de neuropathies périphériques et centrales.
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Polyneuropathie
Polyradiculonévrite

Lésion nerveuse
post-traumatique
post-chirurgicale*®

Névrome, lésion partielle/compléte d'un tronc

Douleur post-amputation (névrome, douleur fantome)

Avulsion / Etirement plexique

Syndrome douloureux régional complexe (type II)

Radiculopathie

Sciatique

Cruralgie

Névralgie cervicobrachiale

Autre

Compression

Syndrome du canal carpien, du tunnel tarsien

Névrome de Morton

Syndrome de Parsonage-Turner

Diabete

Cruralgie

Névralgie intercostale

Atteinte des nerfs crianiens

Cancer

Plexite tumorale ou radique

Méningite carcinomateuse

Vascularite

Lupus

Périartérite noueuse

Métabolique ou
Nutritionnelle

Diabete

Alcool

Hypothyroidie

Carence en vitamine B1 (pellagre, béribéri)

Carence en vitamine B12

Infectieuse ou post-

VIH

infectieuse Guillain-Barré

Borréliose
Médicamenteuse Antirétroviraux

Chimiothérapie anticancéreuse : Cisplatine,
Autres Disulfiram, Isoniazide, Ethambutol,
Cancer Syndrome paranéoplasique

Myélome
Toxique Arsenic

Thallium

Organophosphorés

Acrylamide

Ethyléne oxyde
Neuropathie Fabry
héréditaire Amylose

Charcot-Marie-Tooth type 5, type 2B
Vascularite Gougerot-Sjogren

Lupus

Sarcoidose
Autres Erythromélalgie

Neuropathie sensitive idiopathique a petites fibres

Neuropathie au froid

Tableau 2 : Etiologies d'origine périphérique des douleurs neuropathiques (Martinez et al.

2010)
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Sclérose en plaques
Traumatisme cranien ou médullaire incluant les douleurs postcordotomie

Syringomyélie, Syringobulbie

Crises épileptiques douloureuses

Maladie de Parkinson

Abcés médullaire ou cérébral

Gliome

Cavernome
Angiome

Hémangioblastome
Tumeur médullaire Neurinome

Tumeur

cérébrale ou

Schwannome
Inflammatoire
Infectieuse
Postvaccinale
Lupique

Myélite

Carence en vitamine B12
Tableau 3 : Etiologies d'origine centrale des douleurs neuropathiques (Martinez et al. 2010).

2.1.3 Diagnostic
Selon les recommandations de la Société Francaise d’Etude et Traitement de la
Douleur (SFETD), on peut distinguer les principaux éléments cliniques qui orientent

vers le diagnostic d'une douleur neuropathique (Martinez et al. 2010):

¢ Le contexte de survenue :

Il peut y avoir existence d'une lésion ou d’'une maladie connue ou suspectée du
systéeme nerveux. De plus, un contexte particulier (postopératoire, traumatique)
pouvant s’accompagner d'une lésion nerveuse oriente aussi vers le diagnostic de
douleur neuropathique. Il peut exister un décours temporel plausible entre la 1ésion et
I'apparition de la douleur. Ce temps peut étre marqué par un intervalle libre de plusieurs
semaines ou mois (généralement pas plus d’'un an) entre la lésion et I'apparition des
douleurs.
¢ Description des douleurs :

On retrouve les caractéristiques particulieres des douleurs spontanées continues
(brilure, froid douloureux) ou paroxystiques (décharges électriques).

De plus, il existe une association a des douleurs provoquées (par le frottement, la
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pression, le froid ou le chaud) ; l'allodynie au frottement et au froid étant plus

caractéristique de ces douleurs.

¢ Sensations positives non douloureuses associées :

Le patient décrit générallement un engourdissement, des fourmillements, des

picotements, des démangeaisons

¢ Signes neurologiques négatifs dans la zone douloureuse :

On retrouve un déficit thermo-algique (piqlre, chaud, froid), d’autres déficits sensitifs

(tact, proprioception), des déficits moteurs ainsi que des anomalies de réflexes (en

fonction de I'étiologie).

¢ Signes neurologiques positifs dans la zone douloureuse :

On retrouve une allodynie au frottement, a la pression, au froid, au chaud.

¢ Aire douloureuse :

La douleur siege habituellement dans un territoire déficitaire systématisé compatible

avec une lésion neurologique périphérique ou centrale. L'I[ASP a mis a jour en

Y

2011 les définitions des termes propres a la douleur neuropathique :

Termes

Douleur
neuropathique

Allodynie
Analgésie
Anesthésie
douloureuse
Dysesthésie
Hyperalgésie

Hyperesthésie

Hyperpathie

Définitions

Douleur secondaire a une lésion ou une maladie affectant le
systéme somato-sensoriel

Douleur provoquée par un stimulus qui normalement ne produit
pas de douleur

Absence de douleur en réponse a une stimulation normalement
douloureuse

Douleur dans une aire ou une région anesthésiée

Sensation anormale et désagréable qui peut étre spontanée ou
provoquée

Réponse exagérée a une stimulation qui normalement est
douloureuse

Sensibilité exagérée a une stimulation, a I'exception des
systémes sensoriels spécifiques

Réponse retardée, souvent explosive, a un stimulus plus souvent
répétitif et dont le seuil est augmenté
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Hypoalgésie Diminution de la douleur évoquée par un stimulus normalement
douloureux

Hypoesthésie Diminution de la sensibilité a une stimulation, exception faite des
systémes sensoriels spécifiques

Paresthésies Sensations anormales qui peuvent étre spontanées ou
provoquées

Tableau 4 Les définitions de I'lASP des termes propres a la douleur neuropathique

2.1.4 Outils de Dépistage et d’Evaluation

Avant méme d’utiliser les outils disponibles pour analyser la douleur
neuropathique, le médecin évalue le patient selon le modele multidimensionnel bio-
psycho-social décrit par F. Boureau et al (Boureau et al. 2000). Il convient d’analyser
la composante sensorielle et discriminative de la douleur, sa composante affective et
émotionnelle, cognitive et comportementale. L’interrogatoire du patient est
fondamental. Pour cibler plus précisément I'éventuelle composante neuropathique de la
douleur, des outils de dépistage et d’évaluation existent. L’outil diagnostique DN4 a été
initialement développé et validé sur une population de 160 patients présentant une
douleur neuropathique ou une douleur non neuropathique (Bouhassira et al. 2005). 1l
comporte sept items d’interrogatoire et trois items d’examen clinique. L’étude de
validation a permis d’établir qu'un score d’au moins 4/10 permettait d’orienter vers
le diagnostic de douleur neuropathique avec une excellente spécificité (89,9 %) et
sensibilité (82,9 %), mais la partie « interrogatoire » de cet outil a également une bonne
valeur diagnostique (Bouhassira et al. 2005). Il présente l'avantage d'une grande
simplicité d’utilisation permettant son emploi rapide en pratique clinique quotidienne.

C’est le questionnaire de référence en France.

2.1.5 La prise en charge thérapeutique des douleurs neuropathiques

Les douleurs neuropathiques font partie de ces douleurs pour lesquelles les
thérapeutiques antalgiques classiques sont en grande partie inefficaces. Cependant,
les travaux scientifiques de recherche ont permis une évolution des connaissances et
des progreés considérables dans la compréhension des mécanismes périphériques et
centraux, et par conséquent la découverte de nouvelles cibles pour le développement
d’agents pharmacologiques. Les traitements en vigueur sont résumés dans les tableaux

ci-dessous. Les antidépresseurs sont actuellement les molécules les plus intéressantes a
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coOté des opiacés qui malheureusement ont une efficacité parfois limitée.

L’intérét des antidépresseurs dans le traitement des douleurs neuropathiques
est apparu des 1960 apres les travaux de (Paoli et al. 1960) qui ont observé, apres
administration d’imipramine chez des patients déprimés souffrant de sclérose en
plaques, outre une amélioration de leur état dépressif, une réduction de leurs douleurs.
Ces traitements possédent une activité antalgique indépendante de leur action
thymoanaleptique. Cet effet résulte en partie d'un blocage de la recapture des
monoamines (sérotonine et/ou noradrénaline), permettant de renforcer les contrdles
inhibiteurs descendants (Martinez et al. 2010). De plus, il a été récemment proposé que
les tricycliques pourraient avoir des effets directs sur les récepteurs [3-2-adrénergiques

(Martinez et al. 2010)
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Traitements

Ndp

Grade de recommandation

AMM en analgésie chez I'adulte

Recommandation

Antidépresseurstricycliques

Amitriptyline

Imipramine

Clomipramine

Maprotiline

Antidépresseurs ISRNA

Duloxetine

Venlafaxine

Antiépileptiques
Gabapentine

Prégabaline

1

A (preuve scientifique
d’efficacité dans plusieurs
étiologies, études négatives
dans la douleur
neuropathique du VIH)

A (preuve scientifique
d’efficacité dans
plusieurs étiologies)

A (preuve scientifique
d’efficacité dans
plusieurs étiologies)

B (présomption d’efficacité)

A (preuve scientifique
d’efficacité dans la
polyneuropathie
diabétique) A (preuve
scientifique d’efficacité
dans la polyneuropathie
sensitive)

A (preuve scientifique
d’efficacité dans plusieurs
étiologies mais études
négatives dans les
neuropathies douloureuses du
diabete)

A (preuve scientifique

d’efficacité dans plusieurs
étiologies mais études
négatives dans la
radiculopathie lombosacrée et

AMM douleur
neuropathique
périphérique de I'adulte

AMM douleur neuropathique

AMM douleur neuropathique

Pas d’AMM

AMM douleur
neuropathique diabétique
périphérique chez 'adulte
Pas d’AMM

AMM douleur
neuropathique
périphérique de I'adulte

AMM douleur
neuropathique
périphérique et centrale
de I'adulte

Recommandé en 17€ intention

Recommandé en 1'¢ intention

1re

Recommandé en intention

Recommmandé en 2nde
intention
Recommandé  en 1re

intention (polyneuropathie
douloureuse du diabete)
Recommandé en 219€ intention

Recommandé en 1€ intention

1re

Recommandé en intention

52



intention d’efficacité dansla douleur
post-zostérienne mais une étude
multicentrique négative)

post-zostérienne

Traitements Ndp Grade de recommandation AMM en analgésie chez I'adulte Recommandation
Opiacés

Tramadol 1 A (preuve scientifique AMM douleur modérée a intense Recommandé en  20de
intention d’efficacité dansla ou en 1€ intention si crises
polyneuropathie diabétique y douloureuses ou douleur
compris pour I'association avec inflammatoire
associée le paracétamol)

Sulfate de morphine 1 A (preuve scientifique AMM douleurs persistantes Recommandé en cas d’échec
des d’efficacité dans plusieurs intenses ou rebelles aux autres traitements précédents?
étiologies) antalgiques, en particulier

douleur d’origine cancéreuse

Oxycodone 1 A (preuve scientifique AMM douleur chronique Recommandé en cas d’échec
des d’efficacité dans plusieurs d’origine cancéreuse intenses ou traitements précédents?
étiologies) rebelles aux antalgiques de

niveau plus faible
Emplatres de lidocaine 1 A (preuve scientifique AMM douleur neuropathique Recommandé en 1re

dans la DPZ chez le sujet agé
présentant une allodynie chez
qui les traitements systémiques
sont déconseillés

ou contre-

indiqués

Ndp: niveau de preuve.

4 Les opiacés forts ne constituent pas un traitement de premiére intention de la douleur chronique non cancéreuse.

53



2.2 Identifier et étudier la douleur chez I’animal

2.2.1 Introduction critique

Certains auteurs ont questionné le bien fondé de l'utilisation des rongeurs pour
I'étude de la douleur dans un but translationnel (Langley et al. 2008). Cette
interrogation est pertinente au vue de la difficulté a développer chez 'Homme de
nouveaux traitements pharmacologiques sur la base de leur potentiel thérapeutique
chez I'animal (Hill 2000). Comme le dit A.D. Craig, un rat n’est pas un singe qui n’est
pas un humain (Anand et al. 1996). Sa critique de I'utilisation des rongeurs repose sur
le manque d’homologie des structures anatomiques qui véhiculent et intégrent
I'information nociceptive pour aboutir a I'expérience douloureuse. En effet, toutes les
structures des voies spino-thalamo-corticales ne sont pas identiques chez I'Homme
ou les singes et chez les rongeurs. Un des exemples le plus frappant au niveau
anatomique est l'individualisation de l'insula chez I'Homme, absente chez les
rongeurs, especes lissencéphales. Cependant, les voies de projections
spinothalamiques existent chez le rat, et ces voies ont bien des terminaisons
corticales dans le cortex cingulaire (Hoover and Vertes 2007) et le cortex insulaire
(Allen et al. 1991). Ainsi, dire que 'absence d’homologie stricte des structures et des
circuits neuroanatomiques entre I'Homme et les rongeurs rend caduque I'étude des
voies et des mécanismes de la douleur chez les rongeurs dans un but translationnel

parait excessif.

Au cours du temps, des tests sont apparus mesurant non plus uniquement des
réponses réflexes mais aussi des comportements motivés (Johansen, Fields, and
Manning 2001) mettant en ceuvre des processus corticaux plus complexes. Ils ont
permis la mise en évidence de la composante aversive/motivationnelle de la douleur
chez le rongeur. La présence de douleurs spontanées est particulierement
handicapante pour les patients neuropathiques (Backonja and Stacey 2004). L’étude
de cette composante a longtemps été ignorée chez les rongeurs du fait d’obstacles
expérimentaux. La douleur spontanée semble pouvoir étre évaluée, au moins
partiellement, avec des protocoles de préférence de place qui donne une idée de la
motivation pour l'analgésie de lI'animal (King et al. 2009). La diversification des tests

utilisés et des comportements observés chez le rongeur est en faveur d’'une meilleure
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compréhension des processus mis en jeu dans la douleur neuropathique (i.e.

composante chronique).
2.2.2 Comment appréhender la douleur chez I'animal ?

2.2.2.1 Les comportements spontanés
Afin d'évaluer rapidement et par simple observation le bien étre animal, des

criteres comportementaux et physiologiques ont été identifiés et établis en premier
lieu par les comités d'éthique et les instituts vétérinaires de veille sanitaire dans le
but de suivre 1'état de santé des animaux, d'assurer leur bien-étre et de minimiser
leurs souffrances. Cette surveillance est d'autant plus nécessaire que l'animal est dans
l'incapacité de faire part de ses impressions vis-a-vis de la géne, de l'inconfort qu'il
ressent en condition de douleur. La douleur est une expérience sensorielle aversive
qui provoque des réactions motrices et végétatives protectrices, conduisant a
I'apprentissage d'un comportement d'évitement et pouvant modifier le
comportement spécifique de 1'espéce, y compris le comportement social. Par simple
observation des comportements spontanés de l'animal (nature et fréquence
d'apparition) et de son état général (intégrité physique) (Jeffrey S Mogil, Simmonds,
and Simmonds 2009), I'expérimentateur peut en théorie évaluer avec plus ou moins
de précision les "signes physiologiques et comportementaux" de douleur chez
I'animal. Les principaux signes comportementaux utilisés comme criteres
d'évaluation de la douleur et de la souffrance dans les modeles de douleur animale
sont : la protection de la région douloureuse, un animal sur ses gardes associé ou non
a l'agressivité (morsures, combats), les vocalisations (ultrasons), les mutilations
(grattage, arrachage, autotomie de la région douloureuse), l'agitation (activité
locomotrice/déambulation, comportement d'exploration et redressement exacerbés),
la prostration, les tremblements, les positions anormales (téte repliée vers
I'abdomen, hyperlordose lombaire, répartition du poids de l'animal anormal) et
méme récemment les mimiques faciales associée a la douleur. Lorsque cette douleur
évolue vers une forme chronique, ces signes comportementaux peuvent
s'accompagner d'une diminution de l'appétit et donc d'une perte de poids, d'une
diminution du temps de toilettage, de l'activité locomotrice et d'exploration, d'une
perte du sommeil, d'une diminution du comportement sexuel et des interactions

sociales. Les principaux signes physiologiques affectés pouvant étre observés et/ou
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mesurés sont : la dilatation des pupilles, le changement de la pression artérielle et de
la fréquence cardiaque, I'augmentation de la fréquence respiratoire, la modification
de la température corporelle, la pilo-érection, I'augmentation de la diurése et des
défécations., Cette analyse de la douleur chez I'animal, sur des bases
comportementales, nécessite une bonne connaissance de la physiologie de I'espece
utilisée afin de pouvoir interpréter les comportements observés. Néanmoins, la
reconnaissance ainsi que la quantification de ces comportements spontanés et états
physiologiques restent fastidieuses et compliquées. En effet, en plus de la grande
disponibilité dont l'expérimentateur doit faire preuve lors de ces inspections
visuelles, il n'est généralement pas évident de faire la différence entre des
comportements spontanés et perturbations physiologiques induits par un état

douloureux et par exemple ceux induits par un état de stress, d'anxiété.

2.2.2.2 Les comportements évoqués par la stimulation sensorielle
Pour mieux appréhender et quantifier la réponse douloureuse de I'animal,

différents tests nociceptifs comportementaux sont utilisés. A la différence des
comportements spontanés observables sans aucune stimulation nociceptive
expérimentale de I'animal, ces tests mesurent des réponses comportementales dites
évoquées. Ils consistent par exemple a appliquer un stimulus nociceptif d'une
modalité sensorielle donnée (mécanique, thermique, chimique ou électrique) sur une
partie du corps de I'animal, conduisant au retrait défensif de cette partie du corps ou
a d'autres comportements simples qui peuvent étre facilement mesurés. A 'heure
actuelle, I'ensemble de ces tests reste largement utilisé dans le domaine de la
recherche préclinique sur la douleur (Jeffrey S Mogil et al. 2006)En effet, dans ces
derniers, les multiples réponses comportementales évoquées associées a la grande
variabilité des seuils de réponse posent de sérieux problemes d'évaluation et
d'interprétation. D'une maniere générale, les comportements évoqués classiquement
mesurés lors de ces tests sont les réflexes spinaux (tels que le réflexe de retrait induit
par l'application d'un stimulus nociceptif) (Kauppila, Kontinen, and Pertovaara
1998), les réflexes spino-bulbo-spinaux (tels que le saut ou I'étirement abdominal) ou
de simples comportements innés (comme vocaliser, se 1écher, se gratter, se mordre)
(Matthies and Franklin 1992). Parmi ces réponses comportementales, le réflexe de
retrait est souvent mesuré lors des tests. Cependant le réflexe de retrait bien que

considéré comme un indice de la douleur ressentie par I'animal, n'est pas une mesure
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directe de la douleur elle-méme, mais plutot de I'hypersensibilité (allodynie et

hyperalgésie) qui accompagne fréquemment la douleur.

2.2.2.3 Les facteurs affectant la mesure de la douleur chez I'animal
De nombreux facteurs peuvent affecter les mesures de douleur chez lI'animal.

Par conséquent, la valeur d'une étude dépend également de la prise en compte de ces
facteurs. Ainsi, il a été montré dans des tests mesurant les comportements induits par
I'application de stimuli nociceptifs que les rongeurs femelles étaient largement plus
sensibles que les males (Mogil et al. 2000). Cette observation est également faite chez
les femmes comparativement aux hommes de maniére trés générale. La sensibilité
d'un animal vis-a-vis d'une substance analgésique est également dépendante du sexe,
avec une efficacité analgésique plus importante chez les males (Craft 2003). De plus,
il a été rapporté que cette derniere différence observée entre les femelles et les males
n’'est pas identique chez les différentes souches de rat et de souris (Terner et al.
2003). Parallelement au facteur sexe, il existe des facteurs génétiques capables
d’'influencer la réponse douloureuse. Une étude récente effectuée sur 11 souches
différentes de souris du méme sexe révele un effet génotypique hautement significatif
pour les 25 tests nociceptifs réalisés (Lacroix-Fralish and Mogil 2009). Le traitement
de la douleur est fondamentalement différent entre ces différentes souches de souris

également.

D'autres facteurs qui ne sont pas directement liés a l'animal utilisé peuvent
également étre impliqués et affecter la douleur chez l'animal. Par exemple, les
parametres d'intensité, de durée et de localisation du stimulus nociceptif lui-méme,
peuvent affecter de maniere importante les résultats des tests comportementaux (Le
Bars, Gozariu, and Cadden 2001). Il en va de méme pour des facteurs liés a 1'élevage
et/ou au protocole expérimental, plus subtils et rarement pris en compte (Rice et al.
2008). Certains régimes alimentaires, tels que ceux contenant du soja (Shir et al.
1998) ou des acides gras omega-3 (Pérez et al. 2005) semble affecter les
comportements douloureux chez le rat en fonction du genotype (Shir and Seltzer
2001). Le stress des animaux (rats et souris) lors des études précliniques est
fréquemment sous-estimé. Ce stress peut étre responsable d'effets a la fois
analgésique (Terman et al. 1984) et hyperalgésique (Imbe, Iwai-Liao, and Senba

2006). Enfin, il a été montré que la texture de la litiere (Robinson, Dowdall, and Meert
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2004), la température ambiante , la nature de la plateforme sur laquelle sont réalisés
les tests comportementaux (Pitcher, Ritchie, and Henry 1999), ainsi que l'isolement
(Berman and Rodin 1982), les interactions sociales (Langford et al. 2006) et certains
comportements comme le comportement de toilettage (Callahan et al. 2008),

affectent les résultats des études comportementales sur la douleur.

2.2.3 Les modeéles animaux d’étude de la douleur neuropathique

Dans ce paragraphe seront traités les éléments liés aux modeles chez le rongeur.
Tout I'enjeu de la recherche fondamentale dans le domaine de I'étude de la douleur
chronique est d’établir des modeles expérimentaux chez I'animal en recherchant des
analogies avec ce qui est décrit en clinique. De telles études réalisées chez I'animal, en
particulier pour les modeles de douleur chronique, sont limitées par des regles
éthiques strictes respectant les recommandations européennes et nationales. Les
expérimentations ne sont possibles qu’avec l'autorisation du Comité Régional
d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale (CREMEAS) et pour des

expérimentateurs agréés.

2.2.3.1 Modéles Lésionnels
Le modele de transsection du nerf sciatique (Wall et al. 1979) (Figure 12)

modélise les symptomes cliniques du membre fantome, un phénomeéne apparaissant
chez I'homme apres une amputation ou lors de 1ésions médullaires transversales. La
section du nerf sciatique est effectuée dans le milieu de la cuisse de 1'animal. Afin
d'éviter toute ré-innervation, la partie proximale du nerf peut étre insérée dans un
tube de polyéthyléne ou un segment de 5 a 8 mm de long peut étre enlevé et la
partie proximale insérée entre les muscles. Cette axotomie totale entraine une
interruption immeédiate et irréversible dans la transmission afférente et efférente.
L'inconvénient de ce modele est que la  motricité du membre lésé est
dramatiquement altérée rendant impossible 1'évaluation de 1'allodynie et de
I'hyperalgésie du membre déafférenté, I'allodynie mécanique pourra uniquement étre
mesurée dans le voisinage de la zone déafférentée (Kauppila and Xu 1996). Le
modele de constriction chronique du nerf sciatique (CCI) développé par (Bennett and
Xie 1988) (Figure 12) modélise les symptomes cliniques de compression nerveuse
chronique. Dans ce modele, quatre ligatures laches sont réalisées autour du nerf

sciatique au milieu de la cuisse de 1'animal. Cela entraine une réaction inflammatoire
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locale ainsi que l'apparition d'un cedéme augmentant la compression des axones. La
constriction du nerf sciatique conduit a une lésion des fibres afférentes et efférentes
(déafférentation partielle). Apres constriction du nerf sciatique du rat, une perte
importante des fibres Aa et AB, ainsi que de quelques fibres A et C (Gautron et al.
1990). Le principal inconvénient de ce modeéle réside dans la souplesse qui
caractérise la ligature induisant la constriction du nerf sciatique, qui est fatalement
dépendante de l'expérimentateur mais surtout de son appréciation d'une « ligature

lache (Bridges, Thompson, and Rice 2001)

Alors que le modele de Bennett (CCI) conduit a une lésion des fibres
nerveuses situées principalement a la surface du nerf sciatique, le modeéle de ligature
partielle du nerf sciatique (Seltzer, Dubner, and Shir 1990) (Figure 12 : PSNL, pour
"partial sciatic nerve ligation") simule une contusion nerveuse (Seltzer, Dubner, and
Shir 1990). Cette ligature partielle est une ligature serrée réalisée au milieu de la
cuisse de l'animal sur la face dorsale du nerf sciatique a l'aide d'une aiguille
recourbée et d'un fil de soie, dans le but de capturer environ un tiers, a la moitié, des
fibres du nerf. En utilisant cette procédure, environ 33 a 50% des fibres du nerf
sciatique sont endommagées, cependant dans la partie du nerf non traitée les fibres
nerveuses restent intactes. Ce modele est considéré comme ayant une faible
composante inflammatoire comparé au modéle de constriction chronique.
L'inconvénient de ce modele est que le nombre de neurones sensitifs primaires
ligaturés entre chaque animal reste variable. De plus, avec ce modele il n'est pas facile
de relier la 1ésion partielle du nerf sciatique a un DRG en particulier ou a un niveau

spécifique de la moelle épiniere.

Le modele du nerf épargné (Decosterd and Woolf 2000) (Figure 12: SNI pour
"spared nerve injury") est, techniquement, un modeéle plus simple de dénervation
partielle du membre postérieur (Decosterd and Woolf 2000), qui se traduit par une
variabilité minimale du nombre de neurones sensitifs primaires 1ésés entre chaque
animal opéré. Le tronc du nerf sciatique se divise en trois branches principales qui
contribuent a l'innervation cutanée de la surface plantaire du membre postérieur du
rat : nerf tibial, péronéal et sural (Figure 12). Dans la plupart des cas, le nerf tibial et
péronéal sont sectionnés alors que le nerf sural est laissé intact. La ré-innervation

par les nerfs sectionnés est empéchée par une ligature (réalisée avant section) ou le
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prélevement d'un segment nerveux de 2 a 4 mm de long (Decosterd and Woolf 2000).
Contrairement aux modeles PSNL mentionnés ci-dessus, dans lequel les fibres
nerveuses lésées et intactes sont localisées dans le méme nerf (le nerf sciatique),

dans le modele SNI le contact direct entre fibres 1ésées et fibres intactes est évité.

Contrairement aux modeéles mentionnés ci-dessus, dans lesquels la 1ésion du
nerf périphérique est réalisée sur le membre postérieur (mi-cuisse), la 1ésion des
nerfs dans le modele de (Kim and Chung 1992) est pratiquée sur les racines, a
proximité de la moelle épiniére (Figure 12). Une ligature serrée est réalisée sur les
nerfs spinaux lombaires L5 et L6 tout en laissant le nerf spinal L4 intact. L'avantage
de ce modele est que dans un ganglion rachidien dorsal (DRG en anglais) donné tous
les neurones sensoriels primaires sont, soit 1ésés (L5 et L6) (Costigan, Scholz, and
Woolf 2009), soit intacts (L4). En outre, il est également accepté que ce modele
puisse également étre reéalisé par la ligature du nerf spinal L5 uniquement, plus
simple a réaliser (Kim and Chung 1992). Bien que ce modele expérimental
(ligatures L5-L6 ou L5 uniquement) présente l'avantage d'étre précis (ligature serrée
et de la totalité du nerf spinal) et donc reproductible a priori, I'inconvénient majeur

est que la chirurgie réalisée afin de pouvoir ligaturer les nerfs, peut provoquer des

dommages tissulaires qui peuvent affecter les DRG intacts a proximité.
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Figure 12 : Représentation schématique de cinqg modéles lésionnels de douleur
neuropathique périphérique. Le modéle de transsection du nerf sciatique (1), le
modéle de constriction chronique du nerf sciatique (2, CCI), le modéle de ligature
partielle du nerf sciatique (3, PSNL), le modele du nerf épargné (4, SNI) et le
modeéle de ligature de nerfs spinaux L5-L6 ou L5 uniquement (5); Voir détails
dans le texte (Modifié d'aprés (Klusakova and Dubovy 2009).

2.2.3.2 Model du « cuff »
Le modele du « cuff » décrit d’abord chez le rat (Mosconi and Kruger 1996)

puis adapté au sein de notre laboratoire chez la souris (Benbouzid et al. 2008), est le
modele utilisé pour effectuer ce travail de these. Le principe est de poser un petit tube
en polyéthylene, d'une dimension et d’'un diametre précis, autour de la branche
principale du nerf sciatique (voir les méthodes). L’hyperalgésie mécanique induite
par la chirurgie est observable 3 jours apres la chirurgie et persiste au moins 2 mois
(Benbouzid et al. 2008). De maniere intéressante, les symptomes douloureux sont
accompagnés apres quelques semaines de troubles émotionnels bien caractérisés
(Benbouzid et al. 2008). Ce modele sera détaillé par la suite dans les matériels et

méthodes puis dans les résultats.
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2.2.3.3 Les modeles de neuropathie induits par les substances
chimiotoxiques
Le modele de diabéte expérimental a la streptozocine chez le rat comme

modele de douleur chronique a été validé en 1986 par Forman et collaborateur
(Forman et al. 1986) qui ont mis en évidence d'une diminution des seuils de réponse
a la plaque chaude chez des rats diabétiques (STZ). Depuis ce modeéle a
essentiellement été caractérisé par Courteix et collaborateur (Courteix, Eschalier, and
Lavarenne 1993). Dans ce modéle, les rats, rendus diabétiques par injection de
streptozocine par voie intra-péritonéale, présentent des signes caractéristiques des
douleurs neuropathiques deux semaines apreés induction du diabete. Les
expérimentateurs ont observés des modifications des réactions des animaux a des
stimulations nociceptives et non nociceptives pouvant correspondre a l'apparition
d’'une hyperalgésie et d’'une allodynie. Ce modele a été particulierement discuté sur le
plan éthique du fait de I'état de santé général détérioré des animaux (réduction de la
prise de poids corporel, polyurie, diarrhée, vessie distendue). Il a été montré qu’un

traitement chronique a l'insuline, a une dose ajustée pour rétablir une normo-

glycémie, permet d’améliorer I'état général des rats.

Un autre modele physiopathologique a été décrit comme modele de douleur
neuropathique induit par un traitement rétroviral utilisé dans le traitement du VIH
chez 'homme. Dans ce modeéle, les rats sont traités par la molécule de synthése 2',3'-
dideoxycytidine (ddC) qui est un analogue nucléosidique inhibiteur de la
transcriptase inverse virale. Les animaux traités présentent des modifications
comportementales caractéristiques des douleurs neuropathiques comme
I'apparition d’une allodynie et d’une hyperalgésie mécanique ou encore d'une

allodynie au froid (Van Steenwinckel et al. 2008).

Les traitements anticancéreux induisent des neuropathies périphériques par
leur action neurotoxique sur les fibres sensorielles périphériques et sont a |'origine
de douleurs chroniques. Ces modeles animaux, en comparaison avec les modeles
lésionnels, présentent I'avantage de se rapprocher un peu plus des problématiques
de la clinique humaine. En effet ces modeles reproduisent également les symptomes
de douleurs neuropathiques chez 'homme, tout en gardant l'avantage d’étre a
I'origine d’effets secondaires limités chez I'animal et de s’affranchir des réactions
secondaires survenant a la suite des interventions chirurgicales. Les traitements
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antitumoraux qui servent de modeles de douleurs neuropathiques sont les suivants :
Vincristine sulfate, oxaliplatine, paclitaxel (N Authier et al. 2000; Nicolas Authier et

al. 2003).
2.2.4 Physiopathologie des neuropathies : aspects périphériques

2.2.4.1 Sensibilisation périphérique
Les modifications périphériques décrites dans les modéles animaux sont

multiples, et leur rapport avec les différents symptémes est loin d’étre élucidé. En
périphérie et a l'aide d'outils fonctionnels comme 1'électrophysiologie, on observe
des décharges ectopiques dans les fibres myélinisées et amyéliniques dans les
modeles lésionnels comme le modele de constriction du nerf sciatique (Kajander
and Bennett 1992). De nombreuses études ont montré des modifications
électrophysiologiques au niveau des fibres afférentes primaires. Par l'analyse
comportementale, des modifications de la sensibilité des fibres afférentes primaires
ont été observées dans tous les modeéles, en particulier sous la forme d'une allodynie
statique mécanique et au froid, deux caractéristiques fréquentes des neuropathies.
Ainsi, dans le modele de douleur neuropathique induite par le diabete
(streptozocine STZ), une hypersensibilité aux stimuli mécaniques a été observée
(Ahlgren and Levine 1994). Elle se traduit électrophysiologiquement par une
augmentation de la décharge en potentiel d’action cinq minutes aprés l'arrét de la
stimulation dans une sous-population de fibres C chez les animaux STZ
comparativement aux animaux controles (Ahlgren, White, and Levine 1992). Cette
hyperexcitabilité des fibres C est particulierement notable car la majorité d'entres-
elles prennent en charge les informations nociceptives. Cette méme modification
électrophysiologique est en accord avec ce qui a été observé chez des patients
présentant une névralgie chronique (Koltzenburg, Torebjork, and Wahren 1994)Les
études réalisées sur un modele de section complete du nerf sciatique ont permis de
mettre en évidence une mort neuronale tardive qui affecte de 30 a 37% des cellules
du DRG, principalement des neurones de petit diametre (Tandrup, Woolf, and
Coggeshall 2000). Une augmentation de la mort cellulaire est logiquement observée
dans les douleurs neuropathiques induites par les agents chimiotoxiques comme la
streptozocine (Obrosova et al. 2002) et al,, 2002), les anticancéreux (Groninger et

al. 2002) ou encore le traitement contre le sida (Cory, Hickerson, and Cory) . Une
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inhibition des activateurs et des effecteurs de certaines caspases, impliquée dans la
mort cellulaire programmée (apoptose), semble d'ailleurs réduire les douleurs
observées chez les rats dans le modele ddC (Joseph and Levine 2004). Il est
intéressant de noter qu’'une activation partielle des voies apoptotiques n’engendre
pas forcement une mort cellulaire (Joseph and Levine 2004) mais pourrait
contribuer au développement des douleurs neuropathiques observées dans ces

modeles.

2.2.4.2 Régulations de I'expression protéique
Un grand nombre de changements dans I'expression de génes de protéines,

ou encore des modifications post-traductionnelles des protéines dans les ganglions
des racines dorsales ont été rapportés dans les modeles de douleurs
neuropathiques. Cette partie n’a pas la prétention d’étre exhaustive mais d’apporter
une vue d’ensemble sur les changements décrits dans les modeles de douleurs
neuropathiques, en particulier pour ce qui concerne les variations de I'expression de
canaux ioniques (Na*, Ca2?*, K*), de peptides neuromodulateurs et de leurs

récepteurs.

2.2.4.3 Canaux ioniques
Une accumulation et une augmentation de la densité membranaire de canaux

Nat* voltage-dépendants ont été observées par immunohistochimie dans des axones
de nerfs lésés de patients souffrant de névromes (England et al. 1996). Cette
accumulation pourrait contribuer a 'augmentation de l'excitabilité et de I'activité
spontanée des fibres périphériques observées. En effet, Devor et al ont montré
qu’'une application systémique de lidocaine supprimait les décharges ectopiques
générées par une lésion de nerf chez le rat (Devor, Wall, and Catalan 1992). La
Lidocaine est un anesthésique local qui bloque la conduction nerveuse par
diminution de la perméabilité membranaire aux ions Na*t qui survient lors de la
phase de dépolarisation. Cette observation suggeére que certains types de canaux

Nat joueraient un réle dans les modifications électrophysiologiques observées.

Depuis de nombreux sous types de canaux Na+ ont été identifiés comme étant
impliqués dans le développement et/ou le maintien des douleurs neuropathiques.
Ainsi, des études utilisant le principe de la « perte de fonction » par la technique des
oligonucléotides antisens et des ‘siRNA’ ont mis en évidence I'importance du canal
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sodique Nav1.8 dans la neurophysiologie et les effets comportementaux observés
dans des modeles de douleurs neuropathiques apres ligature du nerf spinal ou une
lésion par constriction des nerfs (Dong et al. 2007). Une étude récente propose un
transport axonal local de '’TARNm du canal Nav1.8 au niveau du site de la lésion,
I'augmentation de la protéine sur ce site pourrait contribuer a I'hyperexcitabilité
observée dans la partie proximale du nerf 1ésé (Thakor et al. 2009). D’autres sous-
types de canaux Nat ont également été décrits pour leur implication dans
I’hyperexcitabilité engendrée par les douleurs neuropathiques : Nav1.3 et Nav1.7. En
effet, le premier semble contribuer a l'excitabilité neuronale dans un modele de
ligature chez le rat ((Black et al. 1999). Le deuxiéme a été mis en évidence comme
contribuant a I'’hyperexcitabilté neuronale dans différents modeles de douleur chez
I'homme (Cox et al. 2006). Il est intéressant de noter que l'une de ces études chez
I’homme a montré qu'une mutation par perte de fonction de ce canal entrainait une
insensibilité congénitale a la douleur (Cox et al. 2006). La mutation par gain de
fonction de ce canal chez 'homme génere, quant a elle, une diminution des seuils
nociceptifs en condition d'inflammation chronique. Il a également été montré que
des mutations empéchant l'inactivation de ce canal semblent causer des douleurs

aigués paroxystiques (Fertleman et al. 2006).

Les canaux Ca2?t* voltage-dépendant représentent une des voies majeures
d’entrée de calcium dans la cellule nerveuse. Les canaux Ca?* semblent également
contribuer au développement et/ou au maintien des douleurs neuropathiques. En
effet, on sait que l'entrée de Ca%* dans la cellule participe a la régulation de
nombreux mécanismes, incluant I'activation de kinases impliquées dans les voies de
transduction du message douloureux ou encore la libération par exocytose des
neurotransmetteurs et des neuromodulateurs stockés dans les vésicules pré-

synaptiques dans les terminaisons centrales des fibres sensorielles primaires.

Il est intéressant de noter que de nombreuses études ont montré une augmentation
significative de la sous-unité «28-1 dans de nombreux modeles de douleurs
neuropathiques. La sous-unité a26-1 contribue a la régulation des propriétés des
canaux Ca2* voltage dépendant de type N et L en augmentant la fonctionnalité de ces
canaux ce qui aurait pour conséquence une augmentation du « trafficking » des

canaux (Cantf et al. 2005). L’augmentation de cette sous-unité semble contribuer au
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développement des douleurs neuropathiques. Cette augmentation d’expression,
observée pour ’ARNm de la sous-unité a28-1 (H. Wang et al. 2002) mais également
pour la protéine dans les ganglions des racines dorsales (C.-Y. Li et al. 2004)
coincide avec l'apparition de l'allodynie mécanique dans le modele de ligature des
nerfs spinaux (C.-Y. Li et al. 2004). La surexpression de la sous-unité a28-1 chez la
souris entraine I'apparition d’'une allodynie mécanique en absence de toute 1ésion
nerveuse (C.-Y. Li et al. 2006). De plus, il est intéressant de noter que la gabapentine
et la prégabaline, qui présentent des effets bénéfiques sur le traitement des douleurs
neuropathiques chez 'homme, sont des ligands de cette sous-unité (Field et al.
2006)). Enfin, Field et collaborateur ont montré qu'une souris exprimant une sous-
unité a26-1 présentant une mutation empéchant la fixation des gabapentinoides
développait des douleurs neuropathiques insensibles a la gabapentine et a la
pregabaline (Field et al. 2006). Tous ces arguments contribuent a valider le fait que
cette sous-unité joue un role important dans les douleurs neuropathiques.
Récemment, il a été montré que la gabapentine produisait une inhibition des
courants Ca2* par réduction de I'expression des sous-unités des canaux calciques
Caval et a28 a la membrane plasmique inhibant alors le « trafficking » des ces
canaux calciques (Hendrich et al. 2008). Enfin d’autres types de canaux Ca2* ont été
découverts comme étant impliqués dans les douleurs neuropathiques. Ainsi il a été
décrit que les canaux calciques de type T (famille des canaux Ca2?+ de type Cav3)
participaient a la transmission du message nociceptif mais également aux douleurs
chroniques associées a une lésion périphérique ((Jevtovic-Todorovic and Todorovic
2006)). Ainsi, il a été montré récemment qu’'une constriction du nerf sciatique
entrainait une augmentation des courants Ca2*produit par les canaux Cav3.2 de type

T dans les neurones depetits diametre ((Jagodic et al. 2008).

Les canaux K* semblent également jouer un rdéle dans les douleurs
neuropathiques. Par exemple, les canaux K* sensibles a I'ATP (Karp), qui sont
connus pour réguler lexcitabilité membranaire et la libération des
neurotransmetteurs, ont été rapportés comme atténuant l'’hyperexcitabilité des
neurones sensoriels induite par une inflammation périphérique (Chi, Jiang, and
Nicol 2007). De plus, une étude récente a montré que ces canaux étaient présents
sur les neurones sensoriels de petit et de large diameétre et que leur activité dans les
neurones de large diametre diminuait a la suite d'une lésion de nerf périphérique
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(Kawano et al. 2009). Les courants générés par ces canaux [Ikarp)] participent au
maintien du potentiel membranaire de repos des neurones de large diametre. Mais
cette contribution est atténuée apres axotomie, suggérant ainsi un role dans
I'hyperexcitabilité des neurones de large diametre dans les douleurs
neuropathiques (Kawano et al. 2009). Il a également été montré une diminution de
I'expression de certains genes de canaux K+ voltage dépendant (Kv) dans les
ganglions des racines dorsales dans le modele de douleurs neuropathiques apres
constriction du nerf sciatique (Kim and Chung 1992). Cette diminution d’expression
des canaux K* voltage dépendant pourrait contribuer a I'excitabilité neuronale et a

la genese des décharges ectopiques observée dans ces modeles.

2.2.4.4 Peptides

De nombreuses études ont révélé des modifications d’expression de
neuropeptides. On observe par exemple une diminution de l’expression de la
substance P et du CGRP, deux peptides ayant une activité excitatrice, dans les
neurones du DRG apres axotomie. Parallelement, une augmentation de I’'expression
de neuropeptides inhibiteurs comme la galanine est constatée dans les corps
cellulaires des fibres périphériques a la suite d’'une axotomie (Hokfelt, Zhang, and
Wiesenfeld-Hallin 1994). Noguchi et collaborateurs ont également montré que cette
diminution d’expression de la substance P était spécifique des neurones de petits
diametres et que, simultanément, on observait une augmentation de I'expression de
ce peptide dans les neurones de moyens et larges diametres (Noguchi et al. 1994).
Cette observation suggere donc un changement phénotypique des fibres A qui
exprimeraient la substance P ce qui aurait pour conséquence de permettre une
libération de ce peptide apres stimulation des fibres de gros diametres. Cette
plasticité des fibres de gros diametre pourrait expliquer qu'une stimulation
normalement non nociceptive soit intégrée (voir percue) comme nociceptive par

I'organisme apres lésion nerveuse.

2.2.4.5 Récepteurs

Un grand nombre de récepteurs a également été rapporté comme étant
impliqué dans les douleurs neuropathiques. Pour ne citer qu'un exemple, des études
ont montré une diminution de I’expression des récepteurs opioides de type MOR sur

les terminaisons axonales pré- synaptique et sur les corps cellulaires des neurones
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nociceptifs post-synaptiques apres lésion de nerf (Kohno et al. 2005). En situation
physiologique basale, la libération de glutamate par les terminaisons pré-
synaptiques est inhibée par l'activation de nombreux récepteurs couplés aux
protéines G y compris les MOR. La diminution de I’expression de ces récepteurs
pourrait alors contribuer a 'augmentation de la libération de glutamate dans de la

corne dorsale de la moelle épiniere.

L’ensemble de ces études a permis de mettre en évidence le role d'un certain
nombre de protéines potentiellement impliquées dans le développement et/ou le
maintien des douleurs neuropathiques. Il n’en reste pas moins que ces études
restent focalisées sur un petit nombre de protéines spécifiques connues pour étre
impliquées dans la douleur chronique, et empéchent encore aujourd'hui d’avoir une

vision d’ensemble des modifications phénotypiques observées dans ces modeles.

2.2.4.6 Plasticité centrale
¢ Dans la corne dorsale de la moelle épiniere

Les douleurs neuropathiques génerent des modifications durables de I'activité
neuronale, regroupées sous le terme générique de « sensibilisation centrale ». Cette
sensibilisation centrale peut se traduire a différents niveaux: une augmentation de
'excitabilité des neurones post-synaptiques résultant d'une hypersensibilité de ces
derniers dans la détection de stimuli périphériques transmis par les neurones
sensoriels périphériques; une réactivité gliale (microgliale et astrocytaire)
contribuant au développement et a I'entretien de cette sensibilisation ; une plasticité
des controles descendants ou l'efficacité des controles inhibiteurs est réduite; une
altération de la balance entre excitation et inhibition des réseaux d'interneurones
dans les structures relais du systéme nociceptif. Toutes ces modifications ont pour
conséquence de générer une hyperexcitabilité auto-entretenue des neurones
nociceptifs de la corne dorsale aux neurones des structures corticales qui se traduit
par l'expression comportementale de symptomes douloureux et de douleurs

spontanées.

De nombreuses études ont montré le réle des modifications de I'activité des
neurones postsynaptiques dans la sensibilisation centrale. La dépolarisation
initialement induite par le glutamate, la substance P et d’autres peptides excitateurs,
permet l'activation des récepteurs NMDA du glutamate par la levée du blocage Mg2+
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(obturant le pore du canal dans les conditions physiologiques). Les récepteurs NMDA
activés entrainent une entrée importante de calcium dans la cellule et participent a
I'activation exacerbée des neurones post-synaptiques (Masakazu Yoshimura and
Yonehara 2006). Les récepteurs AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5methyl-4-
isoxazoleproprionate) du glutamate semblent également participer a la
sensibilisation centrale. Une augmentation du Ca%+ médié par les récepteurs AMPA et
NMDA du glutamate dans les neurones post-synaptiques lors de la transmission
synaptique est un mécanisme initiateur avéré des changements a court et a long
terme (potentialisation et dépression) dans le systéme nerveux central en général et
dans le systeme nociceptif spinal comme cela a pu étre bien démontré par les travaux
de Sandkubhler et collaborateurs (par exemple) (Gu et al. 1996). De plus, I'expression
des récepteurs AMPA est augmentée dans les couches superficielles de la corne
dorsale de la moelle épiniere dans le modele SNL (Petrou et al. 2012). Enfin, une
augmentation d’expression des ARNm des récepteurs AMPA et NMDA a été

démontrée dans le modele du rat diabétique (Tomiyama et al. 2005).

De nombreuses données suggerent qu’une partie des douleurs neuropathiques
serait due également a des modifications des systémes inhibiteurs. Ainsi il a été
montré dans le modele SNL une diminution de 'expression des récepteurs opioides
sur les terminaisons centrales des fibres afférentes et sur les neurones post-
synaptiques, pouvant contribuer a une hyperexcitabilit¢é des neurones nociceptifs
(Kohno et al. 2005). Ces résultats ont été corroborés par des études fonctionnelles
menées chez le rat. En effet, il a été montré chez les rats arthritiques qu’une injection
de morphine (2 mg/kg i.v.) diminue de 46% les activités spontanées enregistrées
dans la corne dorsale de la moelle épiniere (Lombard and Besson 1989). En revanche,
l'utilisation de la méme dose de morphine chez le rat dont la patte antérieure a été
déafférentée par section des racines dorsales ne produit qu'un faible effet inhibiteur
sur les activités spontanées des neurones enregistrées dans la corne dorsale. Ce
résultat suggere que le systeme opioide est moins efficace dans un modele de douleur

produit par déafférentation que dans un modele de douleur arthritique.

2.2.4.7 Des modifications dans les structures supraspinales
De nombreuses études ont été menées sur les modifications générées par les

lésions a l'origine de douleurs neuropathiques dans les centres modulateurs
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supraspinaux de la douleur localisés dans la région bulbaire rostroventrale: la
substance grise périaqueducale (SGPA), le noyau magnus du raphé, le locus
coeruleus. Les données rapportées sur les effets de 1ésion d’'un nerf montrent que
'activité des neurones de ces régions semble dépendant du type de modele de
neuropathie induit chez le rat. Ainsi Pertovaara et Kauppila rapportent une
augmentation unilatérale de l'activité des neurones de la région bulbaire
rostroventrale apres section d'un nerf sciatique (Pertovaara and Kauppila 1989),
tandis qu'une étude menée par Luukko et Pertovaara sur le modele de douleur
neuropathique CCI ne révele aucun changement dans les activités spontanées ou
évoquées de ces mémes neurones (Luukko and Pertovaara 1993). A I'opposé par
utilisation de la technique de dosage quantitative de déoxyglucose radioactif afin de
mesurer le taux d’utilisation local du glucose, Mao et collaborateurs ont montré une
augmentation de l'activité métabolique dans la SGPA, le locus coeruleus ou encore
dans des structures pontiques dans le méme modele CCI chez le rat (Mao, Mayer, and
Price 1993). Une étude plus récente menée avec un modele de ligature partielle du
nerf sciatique, indique une activité pronociceptive accrue des neurones de la medulla
rostro-ventro-médiale (Gongalves, Almeida, and Pertovaara 2007). Ces auteurs ont
montré une augmentation de l'activité des cellules activatrices et une diminution de
'activité des cellules inhibitrices, pouvant ainsi contribuer a I'amplification de la
transduction du message douloureux dans la corne dorsale de la moelle épiniére. Des
modifications de l'activité neuronale ont également été observées dans le thalamus.
Parmi ces changements, une augmentation bilatérale de l'activité spontanée des
neurones du noyau ventro-postéro-médian du thalamus est décrite apres ligature du
nerf infraorbitaire chez le rat (Vos et al. 2000). Dans le modele SNL une diminution de
la quantité de sérotonine (5-HT) et de norépinephrine (NE) est constatée dans le

thalamus ventro-basal du c6té contralatéral a la lésion (Goettl et al. 2002).
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Figure 13 : Principaux mécanismes des douleurs neuropathiques périphériques.
Extrait de (N. Attal, D. Bouhassira 2000).
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3 Partie III : Les troubles anxio-dépressifs.

3.1 Introduction

3.1.1 Anxiété

Les troubles anxieux constituent un ensemble de troubles psychologiques et
neurologiques qui incluent plusieurs formes de peurs, d'anxiété anormales ou
pathologiques. Selon la classification internationale des maladies (CIM-10) publié
par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les troubles anxieux comprennent 6
formes principales (Tableau 7) qui peuvent regrouper différents symptomes
décrits dans le DSM-IV-TR (Tableau 8). L’équipe de Kessler a montré que 18 % des
américains étaient annuellement affectés par un ou plusieurs de ces troubles
(Kessler et al. 2005). Parmi les troubles anxieux, entre 50 % et 90 % de la
population atteinte des troubles d’anxiété généralisée (TAG) (Lewis-Fernandez,
Hinton, et al. 2010)souffre également d’'une autre maladie mentale, telle que le
trouble de panique, la dépression ou un abus de drogue ou d’alcool (Lewis-
Fernandez, Gorritz, et al. 2010). Le TAG est le trouble anxieux le plus souvent

déclaré en urgence psychiatrique (Wittchen, Miihlig, and Beesdo 2003).

En examen clinique, les questionnaires standards, comme la « Zung Self-
Rating Anxiety Scale » (SAS) créée par William Zung en 1971, sont utilisés pour
quantifier 'intensité des symptomes d'anxiété (Zung). La SAS comporte 20 items,
le score total est compris entre 20 et 80. Selon cette échelle, un score compris
entre 20 et 44 caractérisera des anxiétés normales, tandis qu'un score supérieur a
45 indiquera des niveaux d’anxiété allant du niveau léger (45 < score < 59) a

extréme (75 < score < 80).

Anxiété Caractérisée par une inquiétude excessive en ce qui concerne
généralisée des activités ou des événements du quotidien pendant une 3%et6%
période d'au moins six mois

Les attaques récurrentes d'anxiété sévere (panique), qui ne sont
Trouble panique pas liées a une situation particuliére ou un environnement et sont 2%etd %
donc imprévisibles

Trouble de stress Une réponse retardée ou prolongée a un événement stressant ou a
post- traumatique une situation d'une menace exceptionnelle comme une catastrophe 7%
naturelle
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Trouble obsessionnel | Comprend deux aspects : pensées obsessionnelles et actes
compulsif compulsives 1,6%2a25%

Phobie sociale C'est la peur de I'humiliation et 'embarras lors des situations 5%al12%
d'expositions publiques.

Phobie spécifique La peur excessive de quelque chose en particulier. 4% a13%
Par exemple, animal, sang etc.

Tableau 7 : Classification et description des troubles anxieux dans CIM-10. La prévalence de
chaque forme d'anxiété est notée dans la colonne de droite (Lewis-Fernandez, Gorritz, et al.
2010).

Tableau 8 : Critéres de 'anxiété généralisée selon le DSM-IV

A. Anxiété, inquiétudes ou soucis excessifs survenant de fagon générale tous les jours au cours

d'une période d'au moins 6 mois.

B. Difficulté a contréler cette anxiété et a oublier ses soucis ;

C. Anxiété et soucis associés a au moins trois des six symptdmes suivants :
- agitation ou sensation d'étre survolté ou a bout ;
- fatigabilité ;
- difficulté de concentration ou trous de mémoire ;
- irritabilité ;
- tension musculaire ;

D. Perturbation du sommeil

E. Altération du fonctionnement social, professionnel

F. Perturbation ne pouvant étre liée aux effets physiologiques directs d'une substance

Tableau 8: Criteres de l'anxiété généralisée selon le DSM-IV

3.1.2 Dépression

Les troubles dépressifs sont un enjeu de santé publique majeur et soulevent
de nombreuses questions de société. Le rapport de I'OMS (2001) indique que la
dépression majeure est aujourd’hui la premiere cause d'incapacité avec presque
12% du total de patients dépressifs ayant une maladie mentale sous-jacente. Elle
figure au quatriéme rang des principales causes de morbidité. L’'OMS évalue qu'en
I'an 2020, la dépression deviendra la deuxieme cause mondiale, responsable
d'incapacité (en nombre d'années) apres les maladies cardio-vasculaires

ischémiques, et dans les pays développés.
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3.1.2.1 Les symptomes de la dépression

Selon les criteres américains du DSM-1V, la dépression se manifeste par
1. une tristesse de I'’humeur,
2. une perte d’'intérét pour toute activité y compris celles qui procurent du plaisir
habituellement
3. une sensation de fatigue ou une baisse de I'énergie.

les troubles de la concentration ou du processus de prise de décision,
une diminution de I'’estime de soi et de la confiance en soi,

une culpabilité injustifiée,

des idées mortiferes et suicidaires,

des troubles du sommeil et une perte d’appétit,

o N o ok

une prise ou une perte de 5% ou plus du poids habituel en un mois

Les états dépressifs sont courants, surtout apres une épreuve douloureuse,
mais on ne diagnostique un trouble dépressif que si une personne présente au moins
cinq des neuf symptomes précédents et au moins l'un des deux criteres doit étre
présent : humeur triste ou anhédonie pour une durée d'au moins deux semaines, la
plupart du temps, entrainant un changement dans le mode de fonctionnement
habituel. La dépression peut aussi s’accompagner de symptomes somatiques. La
dépression donne lieu a différents degrés de gravité, qui vont de légers a graves
(Figure 1). Le risque évolutif le plus grave de cette pathologie est évidemment le
suicide. Pour 1'année 2010 en France, pres de 70 % des suicidés souffraient d’'une
dépression sévere. Le diagnostic de la dépression demeure a l'appréciation des
médecins et des psychiatres qui disposent des échelles d'évaluation de Hamilton
(HAMILTON 1960) ou de Montgomery et Asberg (Guelfi 1993). L’échelle d'Hamilton
est a ce jour la plus couramment utilisée (Guelfi 1993). Cette échelle comporte 17 ou
21 items selon les versions. Plus le score est élevé, plus la sévérité de la dépression
est importante. En effet, un score compris entre 10 et 13 caractérise des symptomes
dépressifs légers, alors qu'un score supérieur a 18 indique des symptdmes

dépressifs modérés a séveres.

3.2 Troubles anxio-dépressifs

3.2.1 Comorbidité et hypotheses neurochimiques

La dépression présente une co-morbidité élevée avec les troubles anxieux.
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Ainsi, 50-60% des patients "déprimés" présentent ou ont présenté des troubles
anxieux au cours de leur dépression. A I'inverse, de nombreux patients souffrant de
troubles anxieux ont recu un traitement par antidépresseurs au cours de leur suivi
thérapeutique. Il faut noter que de nombreux antidépresseurs (comme les ISRS),
sont utilisés a la fois pour leur propriétés antidépressives et/ou anxiolytiques
puisqu'ils ciblent la neurotransmission catécholaminergique et sérotoninergique.
Ces propriétés ont d'ailleurs donné lieu aux hypothéses monoaminergiques de la

dépression.

De nombreuses études montrent également l'implication du systéme
GABAergique dans la dépression. Une réduction des taux de GABA a été observée
dans le plasma (Petty and Schlesser 1981; Petty and Sherman 1984) ou dans le
cortex des patients déprimés en post mortem (Gerner and Hare 1981). Des
variations significatives des quantités d’ARNm codants pour les différentes sous-
unités du récepteur GABAA ont également été observées dans le cortex cérébral de
patients décédés et ayant été dépressifs (Sequeira et al. 2009). D’autres études
récentes ont mis en évidence une diminution de certains marqueurs spécifiques
des neurones GABAergiques, dans différentes structures limbiques comme le
cortex préfrontal, le cortex cingulaire et le complexe basolatéral de I'amygdale
(Guilloux et al. 2011). Ces descriptions chez I'humain ont été partiellement
confirmées dans un modele de souris mutées pour la sous-unité du récepteur
gammaZ du récepteur GABA-A , qui présentent un phénotype anxio-dépressif
précoce, associé a des perturbations de I'axe HPA et une altération de la survie

neuronale hippocampique (Earnheart et al. 2007; Shen et al. 2010).

3.2.2 Données épidémiologiques des troubles anxio-dépressifs

La fréquence des troubles anxieux et dépressifs dans les consultations des médecins
généralistes avoisine les 20% (Demertzis and Craske 2006). Cette estimation est
probablement minorée car plusieurs études ont montré que leurs détections et leurs
traitements sont incomplets (Weisberg et al. 2007). En effet, 30% a 50% des patients
ne semblent pas détectés selon ces travaux (Pignone 2002). L'anxiété et la dépression
sont deux troubles qu’il n’est pas toujours facile de différencier. L’'OMS a indiqué que
la dépression et I'anxiété ont été une cooccurrence courante (Sartorius et al. 1996)

puisque ces troubles se conjugueraient chez la moitié environ de tous les sujets

75



concernés (Zimmerman, McDermut, and Mattia 2000). La co-morbidité est donc une
caractéristique fondamentale des troubles anxieux et de la dépression, et cette
affirmation n'est pas confinée a certains troubles comme les troubles de l'anxiété
généralisée. La co-morbidité présente une augmentation qui est dépendante de 1'age,
chez les patients jeunes (Wittchen, Miihlig, and Beesdo 2003). Cependant, chez les
patients dépressifs présentant des symptomes anxieux, leur trouble dépressif semble
plus grave avec plus d'épisodes, plus de risques de suicide et une réponse mauvaise
au traitement (Brown et al. 2001). Des données récentes ont prouvé qu'il y a eu une
prévalence plus forte de la complication des troubles anxieux et dépressifs chez les
patients agés déprimés (Beekman et al. 2000) et chez les femmes déprimées (Y. Li et
al. 2012). Les troubles n’amenent pas seulement une dégradation de la qualité de vie
mais déclenchent également une cascade de modifications des fonctions
endocriniennes et immunitaires qui accroissent la prédisposition a toute une série de

maladies physiques (rapport OMS, 2001).

3.2.3 Origine des troubles anxieux dépressifs mixtes
Les troubles anxio-dépressifs mixtes peuvent s’expliquer par différentes
causes dont une prédisposition génétique. Tout d’abord, un facteur génétique
contribuant a l'internalisation des troubles, a la fois dans la dépression majeure
(MDD), les troubles de I'anxiété généralisée (GAD) et les phobies, a été identifié et
peut expliquer partiellement l'anxiété et la dépression rencontrées chez des
jumeaux (Kendler et al. 2003). Il est clair qu'une origine génétique commune est
une explication partielle, car certains facteurs génétiques particuliers ont pu étre

reliés a I'anxiété seule ou a la dépression (Kendler et al. 2003).

Les facteurs environnementaux jouent aussi un rdéle important dans
I'apparition et le maintien de ces troubles. En effet, il a été montré qu’'un faible
statut socio-économique dans I'enfance ou une période de chomage a I'age adulte
permet de séparer les patients avec MDD-GAD mixte des patients déprimés seul
(Cerda et al. 2010). De plus, une recherche clinique a montré qu’il existe des
différences de caractéristiques cliniques entre les patients dépressifs en fonction

des différents troubles de 'anxiété (Y. Li et al. 2012).

Récemment, des chercheurs ont montré que des traumatismes craniens

peuvent aussi contribuer a l'apparition de ces deux troubles (Schonberger et al.
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2011). Selon ces travaux, 19% et 26 % des victimes étaient atteintes
respectivement de dépression et/ou d'un trouble anxieux 6 mois apres le
traumatisme. Parmi ces patients, 11 % présentaient des troubles anxio-dépressifs

(Schonberger et al. 2011).

Bien que la co-morbidité des troubles anxieux et dépressifs soit assez élevée,
et qu’ils partagent quelques symptomes cliniques et des traitements communs,
leurs étiologies sont différentes: les facteurs tels que la personnalité des sujets, les
terrains génétiques et le facteur biologique sont différents, et les diagnostics
cliniques également. Le traitement des troubles anxio-dépressifs est plus
compliqué et difficile que le traitement de la dépression seule ou de I'anxiété seule

(Brown et al. 2001).

3.3 Les régions cérébrales impliquées dans les troubles anxio-
dépressifs

3.3.1 Le complexe amygdalien

L’hippocampe ventral a une forte connexion avec I'amygdale, mais ces deux
régions ne peuvent pas étre considérées comme réalisant une construction unitaire
(McNaughton and Gray 2000; C. Shi and Davis 1999). L’hippocampe et I'amygdale
contribuent de facon différente au mécanisme d’anxiété et de peur (McNaughton
and Gray 2000). La peur est une réponse phasique a un objet qui est explicite,
terrible et conditionnel, tandis que 'objet de I'anxiété est indistinct, inconditionnel
et terrible selon C. Shi and Davis 1999). D’autres chercheurs ont pensé que la peur
est liée a un évitement actif, une réponse d’évasion et un retrait de danger. Par
contre, 'anxiété causée par un stimulus indistinct et horrible est associée a un
conflit et a une incertitude (McNaughton and Gray 2000). La peur serait ainsi un
précurseur logique de l'anxiété. En revanche, I'anxiété peut inhiber le systeme de la
peur (McNaughton and Gray 2000). La peur conditionnelle est un modeéle

important des troubles anxieux (Fiddick 2011),

L’amygdale est une structure principalement connue pour son implication
dans le traitement de l'information émotionnelle (incluant la nociception) et la
mise en forme d’'une réponse adaptée. Les études de neuroimagerie ont impliqué

I'amygdale lors de stimulations caractéristiques qui peuvent provoquer la peur et
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I'anxiété (Britton et al. 2006), et dans des changements de renforcement de stimuli
de peur (Alvarez et al. 2008). Quelques études fonctionnelles controlées de
neuroimagerie ont trouvé que chez les patients anxieux, 'activité de 'amygdale est

augmentée en réponse a la vue d'un visage menacant (Blair et al. 2008).

Les lésions de 'amygdale n’ont pas d’effets sur les performances dans le
test de labyrinthe en croix surélevé ou « elevated plus maze » (EPM) (Kjelstrup et
al. 2002) et dans les tests d’interactions sociales (Bannerman et al. 2002). Dans le
test d'« Hyponéophagia », les animaux avec une lésion de I'amygdale ont eu besoin
de plus de temps pour commencer a se nourrir, un résultats opposé de celui de la
lésion de I'hippocampe ventral (Bannerman et al. 2002). Les lésions de I'amygdale
ont produit des déficits robustes et fiables dans le test de la peur (J. E. LeDoux
1992). Un diminution de la densité gliale (Bowley et al. 2002), moins
d’oligodendrocytes dans l'amygdale (Hamidi, Drevets, and Price 2004), ou un
traitement anormale des stimuli émotionnels par 'amygdale peuvent induire une
dépression majeure (Roberson-Nay et al. 2006). L’amygdale présente une densité
élevée en sites de liaison des BZD (Niehoff and Kuhar 1983) . La perfusion directe
de BZD dans I'amygdale provoque un effet anxiolytique dans plusieurs tests (Nagy,
Zambo, and Decsi 1979), mais pas dans le test « elevated plus maze » (EPM) (Treit,
Pesold, and Rotzinger 1993), car les lésions de I'amygdale n’ont pas bloqué les
effets d'un traitement aux BZD dans ce test (Gonzalez, Andrews, and File 1996).
Récemment, les variations d’alleles de deux geénes sérotoninergiques (5-HTT et
Tph2) ont été associées a I'activation de I'amygdale suite a la vue de visages fachés

chez ’'Homme (Furmark et al. 2009).

3.3.2 Cortex cingulaire
Le cortex cingulaire est une zone épaisse de cortex encerclant le corps
calleux ou corpus callosum (Shackman et al. 2011) et est une des parties la plus
grande et la plus archaique du systéme limbique dans le cerveau (Fiddick 2011).
Les premieres recherches ont suggéré qu'il joue un role critique dans l'affect et la
motivation (Papez 1995). En plus de I'émotion (Kober et al. 2008), les études
récentes ont montré que cette région est associée a la réaction a la douleur (Tracey

2007) et au contrdle cognitif (Cole et al. 2009).

De nombreux éléments indiquent que l'apprentissage de la peur et la
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mémoire sont modulés par des changements synaptiques dans ’ACC (Zhuo 2008).
Une stimulation électrique de I'’ACC induit la mémoire de la peur (J. Tang et al.
2005). La formation de la mémoire de la peur s’accompagne d’un changement
structural des neurones de I'’ACC (Restivo et al. 2009). Chez I'homme, les neurones
de ’ACC sont activés en réponse a des stimuli pernicieux (Hutchison et al. 1999)et
sont nécessaires a la perception de la douleur (Rainville et al. 1997). Dans le test
de la peur, l'activité de 'ACC est diminuée par la présence d'un choc électrique

(Knight et al. 2004)

Quand des visages menagants sont présentés a I'homme et a des animaux ou
que ceux-ci sont confrontés a une situation effrayante, 'activité neuronale dans
I'amygdale et le cortex cingulaire est changée (Jeon et al. 2010). Cette région a des
liens importants avec d’autres structures cérébrales impliquées dans la modulation
des comportements émotionnelles, et participe dans ce réseau étendu au
traitement émotionnel et a la régulation de la réponse autonome (Schloesser,
Martinowich, and Manji 2012). La dépression est multi-symptomatique associant
des troubles de I'humeur, de la cognition, des comportements et de la fonction
végétative. La perturbation de la fonction du cortex cingulaire peut influer sur les
structures impliquées dans la pathophysiologie de la dépression (Hamani et al.

2011)

Hamani a suggéré que les projections du cortex cingulaire vers le cortex préfrontal
peuvent interférer avec les processus exécutifs et cognitifs tandis que les
projections vers l'’hypothalamus peuvent perturber la fonction végétative
conduisant a des troubles du sommeil (Saper, Scammell, and Lu 2005), de l'appétit
et a des anomalies de la réponse au stress et du métabolisme du cortisol. Les
projections du cortex cingulaire vers '’hippocampe et le cortex entorhinal peuvent

influencer les fonctions cognitives.

Chez les patients dépressifs et anxieux, les études d’'imagerie ont montré une
augmentation de I'activité du cortex cingulaire (Konarski et al. 2009), tandis qu’'une
diminution de I'activité a été observé apres un traitement avec un ISRS ou avec une
thérapie électro-convulsive (Nobler et al. 2001). Certaines études ont aussi montré
que le volume du cortex cingulaire est diminué chez les patients avec une

dépression familiale, une dépression psychotique ou chez les patients ayant un
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trouble bipolaire (J. L. Price and Drevets 2010). Cependant, d’autres équipes n’ont
pas observé ce phénomene (Brambilla et al. 2002). Par ailleurs, une diminution de
la densité gliale et un réduction de la taille neuronale sont observées chez les

patients déprimés (Cotter et al. 2001).

3.3.3 Laformation hippocampique

L’hippocampe est une structure limbique extrémement sensible aux
hormones du stress, qui semble jouer un réle majeur dans la physiopathologie et le
traitement des troubles de '’humeur, et module la réponse antidépressive dans les
modeles comportementaux de la dépression. L’hippocampe surveille et regle les
fonctions de I'axe HPA. La lésion de I'hippocampe affaiblit la contréle de la réponse
hormonal au stress (Dedovic et al. 2009). Inversement, une augmentation des
hormones du stress peut conduire a un dysfonctionnement de ’hippocampe chez

I’'Homme et chez les Rongeurs (Herman et al. 2005).

Les études de lésions ont confirmé les différentes fonctions comportementales
associées aux sous-régions ventrale et dorsale de l'hippocampe Les rats chez
lesquels on a réalisé une lésion ventrale présentent une perturbation de la réponse a
la peur dans le test de conditionnement contextuel a la peur ("Contexual Fear
Conditionning"), une diminution de I'anxiété dans différents paradigmes
expérimentaux (le test de la cage claire/obscure, test d’hyponéophagie, open field
(Bannerman et al. 2003). Dans d’autres études, la 1ésion de la région ventrale a
montré un effet anxiolytique (McNaughton and Gray 2000), associé a diminution des
taux plasmatiques de corticostérone suite a un stress (Kjelstrup et al. 2002). En
comparaison, la 1ésion de la région dorsale de '’hippocampe diminue I'apprentissage
spatial dans les tests de mémoire tels que "l‘appetitive maze task" en altérant aussi
bien le travail spatial et la mémoire spatiale (Bannerman et al. 2003). Cependant, les
lésions dorsales ne semblent pas étre responsables d’effets majeurs dans les tests

d’anxiété (Bannerman et al. 2003; Kjelstrup et al. 2002).

Les études de la fonction de I'hippocampe se sont concentrées sur la
mémoire et I'apprentissage (Squire, Stark, and Clark 2004). Cependant, il y a de
nombreux éléments qui indiquent un réle clé de 'hippocampe dans la régulation de
I'anxiété (McNaughton and Gray 2000). L’équipe de Moser (Moser and Moser

1998) a proposé que '’hippocampe ne travaille pas comme une structure unitaire.
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En effet, les différences des profils d’expressions de genes et des projections
anatomiques suivis 'axe de dorsal-ventral suggerent de diviser I'hippocampe en
plusieurs zones indépendantes dédiées a des fonctions distinctes (Fanselow and
Dong 2010). De plus, les études sur les expressions de genes ont montré que
certains genes sont exprimés de facon différente dans I'hippocampe dorsal et
ventral (Leonardo et al. 2006): par exemple, les genes Wolframin, LPH, Epha7 sont
plus riches dans I'hippocampe ventral que dorsal, tandis que les génes Dcn,
Neuromatin sont exprimés préférentiellement dans I'’hippocampe ventral

(Leonardo et al. 2006).

Medal prefrontal cortex

Figure 14 : Circuit du systéme limbique-préfrontal important dans les troubles de
I'humeur. Circuit reliant les régions du cerveau, y compris le cortex préfrontal,
I'amygdale, l'hippocampe et le systéme de l'axe Hypothalamo-hypophyso-
surrénalien, qui jouent un réle important dans les troubles de I'humeur et sont
probablement ciblées par les médicaments stabilisateur de 1'humeur (D’apres
Schloesser, Martinowich, and Manji 2012)

3.4 Role des noyaux sérotoninergiques dans les troubles anxio-
dépressifs

Les symptomes anxio-dépressifs répondent souvent a la thérapie

médicamenteuse par les ISRS indiquant une possible dysfonction neuronale
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commune dans tous les deux pathologies psychiatriques (Hanns Moéhler 2012). De
nombreuses études ont montré I'importance du systéme sérotoninergique central
dans le contrdle et la régulation des troubles de 'humeur tels que I'anxiété ou la
dépression. Le systeme sérotoninergique peut contrdler le sommeil, moduler les
comportements, réguler la température corporelle (Gingrich and Hen 2001). Une
meilleure connaissance de ce systéme permettrait d’améliorer la compréhension de
I'étiologie des troubles anxio-dépressifs et de développer les médicaments encore

plus efficaces.
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Figure 15 : Métabolisme de la sérotonine. A partir de l'isomeére L du tryptophane,
I'étape limitante dans la voie de biosynthése de la sérotonine est catalysée par la
tryptophane hydroxylase. Dans le systéme nerveux, cette enzyme est exclusivement
localisée dans les neurones sérotoninergiques. D’apreés (M. Hamon 1995b).
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3.4.1 Les neurones sérotoninergiques

Les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques identifiés par
histochimie de fluorescence (Dahlstrom and Fuxe 1964) et immunohistochimie
(Jansson et al. 1998), situés principalement dans le tronc cérébral, constituent
I'ensemble des noyaux du raphé (Dahlstrom and Fuxe 1964). Environ 30% des
neurones des noyaux du raphé sont sérotoninergiques. L’innervation
sérotoninergique est diffuse et on peut détecter des terminaisons
sérotoninergiques dans tout le SNC (FUXE 1965). On en retrouve aussi dans le
noyau suprachiasmatique de I'’hypothalamus. Les noyaux du raphé dorsal et
médian sont composés de corps cellulaires, dont la majorité de fibres se terminent
dans de nombreuses régions antérieures du cerveau et en particulier dans les
structures limbiques comme le cortex préfrontal, le striatum, le septum,
I'hippocampe, I'hypothalamus, le thalamus et les noyaux de l'amygdale
(Grozdanovic and Baumgarten 1996) impliquées dans le controle des émotions.
Les noyaux du raphé magnus, pallidus et obscurus se projettent principalement du
cerveau vers la moelle épiniére par des voies descendantes. De plus, les noyaux du
raphé recoivent des afférences de multiples origines : du septum, du cortex
préfrontal et cingulaire, de la substance noire, de I'hypothalamus, de I'amygdale
(Peyron et al. 1998) et aussi des noyaux du raphé eux-mémes, le noyau du raphé
médian envoyant, par exemple, des projections qui se terminent dans le noyau du

raphé dorsal (Tischler and Morin 2003)
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Figure 16 : Représentation schématique de l'innervation sérotoninergique du
Systeme Nerveux Central chez I'homme. D’aprés (M. Hamon 1995b).

Les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont regroupés essentiellement
en noyaux localisés dans la région sagittale du tronc cérébral, constituent I'ensemble
des noyaux du raphé (dorsal, médian, magnus, pallidus et obscurus). Les fibres des
noyaux du raphé dorsal et médian se terminent dans le cortex préfrontal, le striatum,
le septum, I'hippocampe, I'hypothalamus, le thalamus et les noyaux de I'amygdale. Les
noyaux du raphé magnus, pallidus et obscurus se projettent principalement du

cerveau vers la moelle épiniere

3.4.2 Les récepteurs sérotoninergiques

Le systeme sérotoninergique comprend une quinzaine de types et sous-
types de récepteurs de la sérotonine (Pytliak et al., 2011) classés en 7 familles
(Tableau 9) : 5-HT1 (1A, 1B/1D, 1E, 1F) ; 5-HT2 (24, 2B, 2C) ; 5-HT3 (3A, 3B, 30),
5-HT4(4A-4H), 5-HT5 (54, 5B), 5-HT6 et 5-HT7 (Tableau 9).

84



Family Potential Type Mechanism of action

3-HT, Inhibitory G,/Gy-protein coupled Decreasing intracellular concentration of cAMP

) i Increasing intracellular concentration of IP3 and
5-HT: Excitatory Ggi-protein coupled

DAG

3-HT; Excitatory Ligand-gated Na /K channel Depolarization of cell plasma membrane
5-HT: Excitatory G,-protein coupled Increasing intracellular concentration of cAMP
5-HT; Inhibitory Gi/Gy-protein coupled Decreasing intracellular concentration of cAMP
3-HT; Excitatory G;-protein coupled Increasing intracellular concentration of cAMP
3-HT; Excitatory (;-protein coupled Increasing intracellular concentration of cAMP

Tableau 9 : Les différents types de récepteurs de la sérotonine (5-HT).

(D’apres (Pytliak et al. 2011)

Tous les sous-types de récepteurs peuvent se trouver sur les neurones
postsynaptiques (Pytliak et al. 2011). Par ailleurs, les récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B
sont localisés aussi sur les corps cellulaires des neurones présynaptiques et
dendritiques (M. Hamon 1995a). Une stimulation des récepteurs présynaptiques
peut inhiber l'activité électrique des neurones (ou firing), la synthese et la
libération de la sérotonine car ces autorécepteurs sont couplés a une protéine Gi/o
et mobilisent une conductance potassique quand ils sont activés (effecteur, un

canal K+) (Gothert and Schlicker 1990)
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Les récepteurs 5-HT
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Figure 17 : Localisation des différents types de récepteurs centraux de la 5-HT par
rapport aux neurones sérotoninergiques. Tous les récepteurs, qu'ils soient (5-HT1A,
5-HT1c, 5-HT10, 5-HT2 ou non (5-HT3), couplés a des protéines G sont situés sur les
cibles postsynaptiques des neurones sérotoninergiques. En outre, le récepteur 5-
HT1A est également présent sur les somas et les dendrites de ces neurones
(autorécepteurs somatodendritiques) tandis que les récepteurs 5-HT11/5-HT10
sont situés sur leurs terminaisons (autorécepteurs présynaptiques). La stimulation
des autorécepteurs 5-HT1A provoque une inhibition de 'activité électrique (firing)
des neurones sérotoninergiques ; celle des autorécepteurs 5-HT11y'5-HT10
déclenche un frein de la libération de 5-HT a partir des terminaisons. La stimulation
des récepteurs couplés aux protéines G provoque I'activation ( +) ou 1 'inhibition ( -)
de systémes de seconds messagers ou de conductances ioniques (gK notamment) ;
celle des récepteurs 5-HT3 se traduit par 1'ouverture d'un canal pour les ions Na + et
K + . La dépolarisation qui en résulte entraine finalement une augmentation des
concentrations intracellulaires de Ca 2 + et de GMP cyclique. SERT : transporteur de
la sérotonine. MAO : monoamine oxydase. (M. Hamon 1995b)
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Je limiterai la présentation des récepteurs de la sérotonine a certains sous-
types impliqués potentiellement dans les troubles anxio-dépressifs: soit les

récepteurs 5-HT1A, 5-HT1B qui ont fait I'objet de beaucoup d’attention.

L’activité d’'un neurone sérotoninergique est en partie régulée par deux
types d’autorécepteurs 5-HT1A et 5-HT1B et par le transporteur de la sérotonine
(5-HTT) (Pifieyro and Blier 1999). Pendant I'activité électrique, la sérotonine est
libérée par les terminaisons neuronales et active les récepteurs 5-HT disponibles.
Pour réguler I'activité électrique et la libération de la sérotonine, trois mécanismes
de rétrocontrole ont été identifiés permettant de moduler l'activité de ces
neurones. Premiérement, le transporteur 5-HTT membranaire situé sur Ila
terminaison synaptique et les dendrites des neurones sérotoninergique : il sert a la
recapture de la sérotonine et assure son retour dans le neurone qui I'a libérée. Ce
transporteur est la cible des principaux antidépresseurs actuels, les ISRS qui le
bloquent de facon dose-dépendante. La conséquence de ce blocage est le maintien
de concentrations élevées de 5-HT dans la synapse, et donc une activation de la
neurotransmission  sérotoninergique centrale. Ensuite, I'activation des
autorécepteurs 5-HT1B au niveau de la terminaison synaptique inhibe directement
la libération de la sérotonine. Enfin, I'autorécepteur 5-HT1A somatodendritique
dont l'activation diminue indirectement la libération de la sérotonine grace a

I'inhibition de I'activité électrique des cellules (Olivier and van Oorschot 2005).

3.4.2.1 Roles des récepteurs 5-HT1A/1B

¢ Evidences chez 'Homme

Etant donné le role central du récepteur 5-HT1A dans la régulation du
systéme sérotoninergique, de nombreuses études ont examiné le role de ce
récepteur dans I'étiologie de I'anxiété/dépression. Le Tableau 10 indique le niveau
d’expression des récepteurs 5-HT1A dans différentes structures cérébrales chez les
sujets dépressifs. Utilisant différentes méthodes (liaison, PET, ARNm), la plupart de
ces études sont en faveur d'une baisse ou d'une absence de modification de
I'expression du récepteur 5-HT1A. Ainsi, une tendance a une diminution de leur
expression apparait comme un bon indicateur d’'un état dépressif. Le niveau
d’expression des récepteurs 5-HT1A est diminué chez les patients dépressifs par

rapport a des sujets sains : ces effets correspondent a des réponses a I'agoniste du

87



récepteur 5-HT1A in vivo et a la liaison de ce récepteur a des fragments de tissu

cérébral (Drevets et al. 2007)

Le Tableau 10 souligne également la variabilité de ces résultats,
probablement en raison des variations de 'intensité de I'état dépressif des patients,
de la nature de leur traitement antidépresseur, des approches méthodologies
et/ou, des régions cérébrales étudiées. Par exemple, des études post mortem
menées chez des patients suicidés soulignent I'importante augmentation de la
densité des autorécepteurs 5-HT1A dans le NRD (Boldrini et al. 2008). D’autres
études de tomographie par émission de positrons (PET) chez des patients
dépressifs, ont révélé une diminution de la capacité de liaison de ces récepteurs
(Drevets et al. 2007). Cependant, chez ces patients, de nombreux éléments peuvent
expliquer cette diminution d’expression du récepteur, notamment la diminution du
nombre de neurones sérotoninergiques, l'action d'un traitement antidépresseur ou

d'une élévation chronique des concentrations de cortisol plasmatique.

Région Méthode Variation Références
cérébrale

Raphé Liaison Augmention Stockmeier et al., 1998

Raphé Liaison Diminution Arango etal,, 2001

Raphé PET Diminution Drevets et al.,, 2000 ; Meltzer et al., 2004
Hippocampe ARNm Diminution Lopez-Figueroa etal., 2004 ;
Cortex frontal PET Diminution Bhagwagar et al,, 2004 ; Sargent et al,, 2000 ; Drevets et al., 2000.
Cortex frontal ARNm Diminution Lopez-Figueroa etal., 2004 ;

Raphé PET Inchangé Bhagwagar et al., 2004
Hippocampe Liaison Inchangé Lowther etal,, 1997; Stockmeier et al., 1997
Cortex frontal Inchangé Arranz et al,, 1994; Lowther et al., 1997; Stockmeier et al.,

Liaison 1997

Cortex frontal PET Inchangé Meltzer et al., 2004

Tableau 10 : Résumé de I'expression des récepteurs 5-HT1A chez des patients dépressifs
d’apres la littérature.
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En outre chez les individus dépressifs suicidés, une diminution du nombre
de neurones sérotoninergiques exprimant le transporteur de la sérotonine dans
le noyau du raphé dorsal (Arango et al. 2001) est accompagnée d’'une diminution
du nombre de projections sérotoninergiques vers le cortex (Austin et al. 2002).
Du coté post- synaptique, une diminution de 'expression d’ARNm de ce récepteur
a été observée dans I'hippocampe des patients (Lopez-Figueroa et al. 2004). La
diminution des récepteurs 5-HT1A a également été mesurée par PET dans le
cortex préfrontal chez des patients souffrant d’épisodes dépressifs (Moses-Kolko
etal. 2008).

On sait que le récepteur 5-HT1A est impliqué dans le traitement de la
dépression et de l'anxiété. En effet, en clinique, différents types d’agents
pharmacologiques ciblant le récepteur 5-HT1A sont utilisés dans le traitement de

différents troubles anxio-dépressifs :

- l'agoniste des récepteurs 5-HT1A, la buspirone pour ses propriétés
anxiolytiques modérées chez 'homme (Feighner and Boyer 1989), mais plus

convaincantes dans des modeles animaux (Costall et al. 1988).

- Un beta bloquant, le pindolol, utilisé pour ses propriétés antagoniste des
récepteurs 5-HT1A a été proposé afin de diminuer le long délai d’action des ISRS
(Artigas et al. 1996) et augmenter leur efficacité clinique chez les patients
résistants a un traitement antidépresseur classique (Arborelius et al. 1996)).
Cette co-administration des le début du traitement permet une inactivation plus
rapide des autorécepteurs 5-HT1A que celle obtenu lors de la désensibilisation
progressive de ces autorécepteurs apres traitement chronique avec un ISRS

(Stockmeier, Wingenfeld, and Gudelsky 1992)

¢ Evidences dans des modeles animaux

Afin de mieux comprendre le mécanisme de l'activation des récepteurs 5-
HT1A et les conséquences comportementales dans les troubles anxio-dépressifs, les
chercheurs ont créé différentes souris mutées pour le récepteur 5-HT1A, dites
«knockout» constitutives, obtenues par recombinaison homologue (KO 5-HT1A)
issues de trois fonds génétiques différents, [fond 129/Sv (Ramboz et al. 1998),

C57Bl/6] (Heisler et al. 1998)) et Swiss Webster (Parks et al. 1998). Ces différents
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modeles ont permis de confirmer que le récepteur 5-HT1A module les
comportements de type anxieux. Toutes les souris KO 5-HT1A de trois fonds
génétiques différents présentent un phénotype hyper-anxieux dans plusieurs tests
comme le labyrinthe en croix surélevé, le test de la double enceinte éclairée et le
test du champ ouvert ou « Open Field » (Zhuang et al. 1999). D’autres modéles,
issus d’'une construction génétique plus complexe, ont permis de mettre en
évidence que l'activation de I'hétérorécepteur postsynaptique 5- HT1A au cours du
développement normalise le comportement émotionnel chez la souris (Gross et al.
2002). Il semble que I'expression du récepteur 5-HT1A dans I'’hippocampe et le
cortex soit essentielle pour établir un phénotype comportemental « normal »
(Alexandre et al. 2006). Des études tres récentes ont également montré que la
suppression génétique des autorécepteurs tout au long de la vie de I'animal est
nécessaire et suffisant pour induire un phénotype anxieux chez I'animal
((Richardson-Jones et al. 2011)).1l faut noter que les animaux surexprimant le
récepteur 5-HT1A pendant la période postnatale, présentent, a l'inverse, des
comportements anxieux réduits (Kusserow et al. 2004). Enfin de facon,
intéressante, il a été rapportée que 'augmentation de la neurogenese par les ISRS
est bloquée chez les souris KO 5-HT1A ((Luca Santarelli et al. 2003). Or, ce
processus semble étre un des éléments nécessaires (mais pas suffisant) pour
obtenir la réponse antidépressive d’'un ISRS. En effet, dans les modéles animaux
d’anxiété/dépression, par exemple le stress modéré chronique ou« chronic mild
stress » (CMS) (Bessa et al. 2008), un traitement chronique aux ISRS induit une
amélioration comportementale chez la souris, qui est corrélée a une augmentation
de la neurogenese hippocampique adulte. Ceci avait été montré au préalable chez le
rat naif, non déprimé (Malberg et al. 2000). En effet, un traitement chronique de
fluoxétine induit la prolifération des cellules progénitrices du gyrus dentelé de
I’hippocampe, et accélere la maturation des nouveaux neurones qui vont integrer le

circuit neuronal (J.-W. Wang et al. 2008)

3.4.2.2 Les récepteurs 5-HTIB

Certain chercheurs ont mesuré une réduction de la liaison du récepteur 5-
HT1B dans le striatum ventral chez les patients dépressifs (Murrough and
Neumeister 2011). Cependant, son implication précise dans les troubles anxio-

dépressifs reste a définir. Les souris KO 5-HT1B présentent une augmentation de
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leur comportement agressif, du comportement exploratoire et de l'impulsivité

motrice par rapport au souris normales (Bouwknecht et al. 2001). Les souris KO 5-

HT1B ont aussi une réponse autonome et locomotrice exagérée a un stress aigu

(Bouwknecht et al. 2001). Dans les tests comportementaux de peur non

conditionnée, les souris KO 5- HT1B ne présentent pas de différences par rapport a

leurs congéneres sauvages (Tableau 12).

Labyrinthe en

Entrées dans les bras ouverts Aucun effet

> Brunner et al. 1999
Croix surélevée TemPs passé dans les bras ,ouverts Crabbe et al 1999
Entrées dans les bras fermés Malleret et al. 1999
Temps passé dans les bras fermés Lopez-Rubalcava
Hen et al. 2000)
Entrées au centre de 'Open Field
Champ Ouvert Temps passé au centre de 1'Open Field (S:?:gg: s,: :ll ' iggg
Scearce-Levie et al. 1999
Zhuang et al. 1999

s . Aucun effet
Activité Locomotrice

Malleret et al, 1999

Test dela cage Tems passé dans le compartiment clair Aucun effet Ramboz et al. 1996)
claire/obscure
Tableau 12 : Résumé du phénotype comportemental des souris KO 5-HT1B dans

différents tests d’anxiété.

Dans le test de la nage forcée, les souris KO 5-HT1B, contrairement aux souris

KO 5-HT1A, ne présentent pas de modifications du temps de nage a I'état basal

(Gardier et al. 2001). De plus, les ISRS ne diminuent pas le temps d'immobilité

des souris KO 5-HT1B suggérant que ces récepteurs sont nécessaires pour

observer l'activité antidépressive des ISRS dans ce test. Le récepteur 5-HT1B est

important pour la modulation du comportement agressif et la fonction de la

sérotonine dans les comportements. Ce récepteur semble pourtant jouer un role

important dans le pathophysiologie des pathologies psychiatriques telles que la

dépression, I'anxiété et I'agressivité (Murrough and Neumeister 2011).
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3.5 Traitements

3.5.1 Traitements antidépresseurs

Depuis les années 1950, on a découvert plusieurs familles d’antidépresseurs
(Figure 18). D’abord, les inhibiteurs de monoamine oxydase (IMAO) sont les premiers
antidépresseurs utilisés a partir de 1950 (tel que la phénelzine) qui augmente la
concentration en sérotonine en inhibant les monoamines oxydases chargées de sa
dégradation. Mais, les IMAO ont des effets indésirables graves comme les interactions
avec d'autres médicaments. Les IMAO ont été remplacés rapidement par les
antidépresseurs tricycliques (ATC) comme l'imipramine. Les ATC peuvent augmenter
les concentrations de neurotransmetteurs (la sérotonine, la noradrénaline ou la
dopamine) par inhibition de la recapture présynaptique de ces monoamines. Les ATC
ont aussi des inconvénients : un long délai d’action (4 a 6 semaines), et une altération
des rythmes cardiaques etc. Enfin, les chercheurs ont développé d’autres
antidépresseurs, moins toxiques que les TCA. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture
de la sérotonine (ISRS) élévent la concentration de sérotonine dans la synapse en
inhibant sélectivement sa recapture présynaptique. En clinique, les ISRS sont
largement utilisés pour le traitement de la dépression et des troubles anxieux. Jusqu’a
aujourd’hui, de nouveaux antidépresseurs sont apparus régulierement sur le marché
comme, par exemple, les inhibiteurs du recapture mixte de la sérotonine et de la
noradrénaline (IRSNa), les Inhibiteurs sélectifs de la recapture de la noradrénaline
(ISRN), et l'agomélatine, antidépresseur ayant un mécanisme d’action original,
puisque c’est a la fois un agoniste des récepteurs mélatoninergiques MT1 et MT2, et
un antagoniste des récepteurs de la sérotonine de type 5-HT2C (de Bodinat et al.

2010).
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2. Toxicité cardiaque 2. Résistance (Morilak & Frazer, 2004)
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4. Reésistance autraitement
Figure 18 : Chronologie de la découverte des principaux traitements

antidépresseurs, leur mécanisme d’action et leurs inconvénients

3.5.1.1 Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS)
Depuis les années 1980, le développement des inhibiteurs sélectifs de la

recapture de la sérotonine (ISRS) a permis une avancée majeure dans le traitement
de la dépression. Les ISRS augmentent les concentrations intrasynaptiques de
sérotonine par blocage immédiat du transporteur sérotoninergique (SERT) qui
assure la recapture de la sérotonine par le neurone. Cette augmentation se traduit
par une plus grande intensité et durée de stimulation des récepteurs post-
synaptiques (Lesch 2001). Des études in vitro montrent que les différents ISRS
bloquent le transporteur SERT avec une affinité de 10 a 3000 fois supérieure a celle
du transporteur de la noradrénaline (NAT). Les études de microdialyse
intracérébrale et d’électrophysiologie menées chez le rat ou la souris montrent que
I'administration d’'une dose unique d’ISRS provoque une plus forte augmentation
des concentrations extracellulaires de 5-HT ([5-HT]ext) autour des corps
cellulaires situés dans les noyaux du raphé (Guilloux et al. 2006) que dans les

régions cérébrales riches en terminaisons sérotoninergiques (Guilloux et al. 2006).
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Cependant, suite au blocage de SERT par les ISRS, les autorécepteurs
somatodendritiques 5-HT1A et terminaux 5-HT1B sont activés par la 5-HT
endogéne qui s’accumule dans le milieu intra-synaptique. Un rétrocontréle négatif
s’exerce alors sur la libération de sérotonine. En microdialyse intracérébrale, apres
traitement chronique avec un ISRS, on observe une désensibilisation des
autorécepteurs 5-HT1A (Popa et al. 2010), c’est-a-dire objectivé par I'absence de
réponse d'un ligand sélectif de ces récepteurs : un agoniste, le 8-OH-DPAT (Dawson
et al. 2002; Newman et al. 2004) ou un antagoniste, le WAY 100635 (Dawson et al.
2002), sur la neurotransmission 5-HT chez le Rat. Les études observant les effets
d’un traitement ISRS chronique sur I'activité des autorécepteurs terminaux 5-HT1B
ameénent a des conclusions contradictoires. Si certaines révelent des modifications
de 'activité inhibitrice des autorécepteurs 5-HT1B (Newman et al. 2004), d’autres
n’ont pas réussi a identifier de telles altérations chez le rat (Cremers et al. 2000) ou
chez la souris (Gardier et al. 2003). Deux exemples : (1) chez le Rat,
I'administration chronique d’un ISRS, la fluoxétine, désensibilise les autorécepteurs
5-HT1B dans le cortex frontal (Lifschytz et al. 2004) ; (2) chez la souris, le blocage
soutenu du transporteur de la sérotonine par la paroxetine (1 mg/kg/j pendant 14
jours), ne potentialise pas les effets d’'une dose challenge de paroxétine sur les

concentrations extracellulaires de 5-HT dans I'hippocampe (Gardier et al. 2003)

Il est probable que des différences de conditions expérimentales (espéce
animale, rythme d’administration, durée du traitement) expliquent les divergences

constatées entre ces travaux.

Les effets thérapeutiques des antidépresseurs sérotoninergiques sont
observés seulement apres un délai d’action de 3 a 4 semaines de traitement (Wang
et al., 2001). Cependant, environ 30% des patients déprimés sont résistants au
traitement. Ce long délai d’action serait associé a un profil temporel de
désensibilisation des récepteurs spécifiques de la sérotonine (Gardier et al. 1996)
et aussi aux changements structurels du circuit neuronal et I'implication de la
neurogenese hippocampique adulte (Sahay and Hen 2007). Dans les modeles
animaux d’anxiété/dépression, un traitement chronique aux ISRS induit une
amélioration comportementale, qui est corrélée a une augmentation de la

neurogenese hippocampique (Malberg et al. 2000). Brievement, I'ablation de la
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genese de nouveaux neurones dans I’hippocampe par irradiation aux rayons X
supprime a la fois la prolifération des cellules progénitrices du gyrus dentelé de
I'hippocampe, la maturation des nouveaux neurones et certains effets
comportementaux d’un traitement chronique ISRS (Luca Santarelli et al. 2003). De
plus, 'augmentation de la neurogenése hippocampique par les ISRS est bloquée

chez les souris KO 5-HT1A de souche C57Bl/6j (Luca Santarelli et al. 2003)

A) before treatment

5-HTsa

-

B} acute administration of SSRI a-AR S5HTw

MAO (? )
ERT
C) chronic treatment by SSRI -
5-HTa jb\ 1
J‘M«— G;B |

1R

Hgg.HT Y . J —

Figure 19 : Mécanisme d’action pré-synaptique des ISRS. Voir texte pour les détails
(d’apres http://psych.lfl.cuni.cz/bpen/psychopharmacology.htm)
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Avant le traitement (Figure 19 A) : Il y a un déficit relatif de 5-HT dans les
neurones sérotoninergiques chez un patient dépressif. De nombreux types de
récepteurs de la sérotonine sont surexprimés dont les autorécepteurs
somatodendritiques 5-HT1A et terminaux 5-HT1B présynaptiques ainsi que les
récepteurs  post-synaptiques. La libération de la sérotonine dans la fente
synaptique peut étre affectée: 1. positivement par l'activité de transporteur de la
sérotonine ou par la disponibilit¢ du L-tryptophane (TRP, précurseur de la
sérotonine); 2. Négativement par l'activation des récepteurs présynaptiques 5-
HT1B et les récepteurs somatodendritiques 5-HT1A qui exercent un rétrocontrole

négatif sur la synthese et la libération de 5-HT.

Apres 'administration aigué des ISRS (Figure 19 B): Le transporteur de la
sérotonine est bloqué par I'ISRS ce qui a pour conséquence pour la sérotonine de
rester plus longtemps dans l'espace extracellulaire. Cela provoque principalement
une augmentation de la sérotonine dans la zone somatodendritique. Le
rétrocontrole négatif exercé par les récepteurs inhibiteurs présynaptiques et
somatodendritiques est augmenté, les fréquences de décharge en potentiels
d'action et les concentrations de sérotonine libérée au niveau présynaptique sont

diminuées.

Apres un traitement chronique par ISRS (Figure 19 C): L'augmentation de la
5-HT extracellulaire active de facon prolongée les autorécepteurs inhibiteurs
somatodendritiques ce qui les désensibilise progressivement. Ce phénomeéne
expliquerait pourquoi l'action thérapeutique des antidépresseurs n'est pas

immeédiate.

Les résultats sont plus convaincants lorsqu’il s’agit des autorécepteurs 5-
HT1A. Un consensus existe chez les Rongeurs pour affirmer que I'administration
chronique d’un ISRS désensibilise les autorécepteurs 5-HT1A somatodendritiques.
L’effet thérapeutique des ISRS pourrait donc étre potentialisé par le blocage des
récepteurs 5-HT1A par un antagoniste sélectif, empéchant ainsi I'inhibition de la
libération de 5- HT par I'activation de ces autorécepteurs. Un traitement chronique
avec la fluoxétine ((Anthony, Sexton, and Neumaier 2000) ou la paroxétine
(Anthony, Sexton, and Neumaier 2000) diminue l'’expression de I'ARNm du

récepteur 5-HT1A dans les noyaux du raphé, mais pas dans I'hippocampe chez le
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rat. De plus, ces effets semblent étre spécifiques des autorécepteurs puisqu’aucun
changement n’a été observé sur les hétérorécepteurs des neurones non
sérotoninergiques (Neumaier, Root, and Hamblin 1996). Contrairement aux
récepteurs 5-HT1A, les arguments en faveur de la désensibilisation des récepteurs

5-HT1B apres une administration d’'un ISRS sont plus faibles (Jongsma et al. 2005).

3.5.1.2 L'agomélatine

Le développement de molécules a action antidépressive et capables d’agir
sur plusieurs systemes a la fois semble une piste intéressante (M ] Millan et al.
1997). En effet, par exemple, il a été montré que la co-administration d’'un ISRS
avec du lithium améliore les bénéfices thérapeutiques du ISRS (Wong et al. 2008).
L’agomélatine (Valdoxan, S20098) développée par les laboratoires Servier, a été
mise sur marché dans plus de 72 pays depuis 2009 (Carney and Shelton 2011).
Cette molécule propose un mécanisme d’action original en agissant sur les
systemes mélatoninergique et sérotoninergique. Il s’avere que le rythme circadien
et le sommeil régulés par la mélatonine est fortement perturbé pendant un épisode
dépressif (Benca and Peterson 2008). Soulager les troubles du sommeil est aussi un
critéere thérapeutique pour les meilleurs antidépresseurs dans le traitement des
troubles dépressifs (Benca and Peterson 2008). L’agomélatine est un analogue
synthétique de la mélatonine (Cardinali et al. 2011) possédant des propriétés
agonistes des récepteurs de la mélatonine 1 et 2 (Audinot et al. 2003).
L'agomélatinepossede également des propriétés antagonistes sur récepteurs 5-
HT2C (M ] Millan et al. 2003). Par 'activation des récepteurs mélatoninergiques,
I'agomélatine corrige la désynchronisation des rythmes circadiens dans plusieurs
modeles de dépression chez I'animal (Martinet, Guardiola-Lemaitre, and Mocaer
1996). Grace a un blocage sur I'activité du récepteur 5-HT2C, 'agomélatine produit
également un effet anxiolytique (M ] Millan et al. 2003) et augmente la
neurotransmission médiée par la noradrénaline et la dopamine (Stahl et al. 2010).
Ces propriétés sont des points bénéfiques majeurs dans le contréle des troubles de
I’humeur, de la réponse au stress et de l'activité antidépressive d’'un composé (de
Bodinat et al. 2010). Par contre, 'agomélatine n’a pas d’effet sur la recapture des
monoamines et pas d’affinité significative sur les récepteurs adrénergiques,

dopaminergiques ou GABAergiques (Carney and Shelton 2011), confirmant ainsi
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'originalité de son mécanisme d’action.

En préclinique, les résultats montrent que l'agomélatine possede des
propriétés antidépressives et anxiolytiques dans plusieurs paradigmes
comportementaux incluant le test de la nage forcée (Rainer et al. 2012), le test
résignation acquise (« the learned helplessness test », (Bertaina-Anglade et al.
2006), le test de suspension caucale (« tail suspension test », le test du labyrinthe
en croix surélevée (Koresh et al. 2012), le test de champ ouvert et le test
d’alimentation supprimée par la nouveauté (Rainer et al. 2012) et ceci, dans
différents modeles animaux d’anxiété-dépression (Koresh et al. 2012; Rainer et al.
2012). L'administration chronique d’agomelatine améliore le rythme circadien
dans ces modeles ou rétablit les altérations induites par le stress sur le ratio
d’activité jour/nuit chez les rongeurs (Rainer et al. 2012). Enfin, 'administration
d’agomelatine réduit I'exces de libération de la glutamate induite par le stress aigu

dans le cortex préfrontal (Tardito et al. 2010).

3.5.2 Traitements anxiolytiques
Les anxiolytiques sont indiqués pour traiter les manifestations anxieuses.
Actuellement, seuls les benzodiazépines et la Buspirone ont ’'AMM pour le trouble

anxieux généralisé. :

3.5.2.1 Les benzodiazépines

Les benzodiazépines (BZD) ne doivent pas étre utilisées en traitement de
fond de l'anxiété généralisée ou dans les troubles dépressifs. La haute autorité de
santé préconise de les utiliser pendant de courtes durées. Dans le TAG, elles doivent
intervenir apres les antidépresseurs IRS surtout s’il y a une comorbidité anxieuse
(Pourmotabbed et al. 1996). Les BZD ont une efficacité optimale au bout d'une a
deux semaines(Pourmotabbed et al. 1996). Cette efficacité anxiolytique
diminuerait ou méme disparaitrait aprés 4 semaines de traitement (selon les
composés) en raison d'une forte tolérance fonctionnelle observée (Pourmotabbed
etal. 1996).

Les BZD entrainent également une dépendance physique et un syndrome de sevrage
peut survenir a l'arrét. Le syndrome de sevrage se manifeste par un rebond des

manifestations anxieuses, des douleurs musculaires, une irritabilité, une agitation et
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des céphalées. Le rebond d’anxiété serait plus fréquent avec les BZD a demi-vie

courte qu’avec les BZD a demi-vie intermédiaires (Pourmotabbed et al. 1996)

3.5.2.2 La Buspirone (BUSPAR™)

La Buspirone a une autorisation de mise sur le marché (AMM 1986) pour le
trouble anxieux généralisé. Par contre, cette molécule n’a pas d’indication pour la
dépression hormis sur la part d’anxiété ressentie par les patients. Cependant une
méta-analyse de 1992 avait montré une amélioration des patients atteints de TAG
associé a des symptémes anxieux avec un traitement par Buspirone versus placebo
(Gammans et al. 1992). Son mécanisme d’action est différent de celui des
benzodiazépines. Il s’agit d’'un agoniste de la neurotransmission sérotoninergique
au récepteur 5-HT1a appartenant a la classe des azapirones. La buspirone a surtout
un effet sur les symptémes psychiques du TAG. Elle est actuellement peu utilisée en
France notamment en raison de son délai d’action et de son action variable selon
les patients. (Gammans et al. 1992). Contrairement aux benzodiazépines, elle
n’entraine ni dépendance ni syndrome de sevrage. Elle présente aussi un léger effet

sédatif mais moins important que les benzodiazépines.

3.5.2.3 L'hydroxyzine (ATARAX™)

L’hydroxyzine est un dérivé de la pipérazine non apparentée chimiquement
aux phénothiazines et aux benzodiazépines. L'hydroxyzine possede une AMM pour
le traitement des manifestations mineures de l'anxiété (AMM 1957, revalidée en
1988)(Lader and Scotto 1998). Elle peut étre efficace dans les troubles anxieux a
une dose de 50mg par jour pendant des traitements de 4 semaines (Lader and
Scotto 1998). Contrairement aux BZD, elle n’entraine pas de dépendance. Son
action présumée passe par l'activation des récepteurs histaminique H1 centraux et

périphériques. Une activité anticholinergique est également documentée.
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3.5.2.4 L'étifoxine (STRESAM™)

Cl

Figure 20 : 6-chloro-N-ethyl-4-methyl-4-phenyl-4H-benzo[d][1,3]oxazin-2-amine

L’etifoxine est un anxiolytique non-benzodiazépinique prescrit en France
(AMM 1979) pour le traitement des « manifestations psychosomatiques de I'anxiété
telles que dystonies neurovégétatives a expression cardiovasculaire » ou bien le
trouble de I’Adaptation avec Anxiété (TTA). Les études de tolérance ont montre une
trés bonne sécurité d’emploi jusqu’a la dose maximale de 1500 mg tolérée chez le
volontaire sain adulte. Cette molécule posseéde en outre trés peu ou pas d'impact sur
les fonctions cognitives et la vigilance (Micallef et al. 2001) et n’entraine pas de

phénomenes d’addiction ou sevrage.

Dans un premier temps, son mode d’action a été caractérisé par des techniques
d’électrophysiologie. Ces études ont montre que l'etifoxine agit de deux maniére. La
premiere (directe) consiste en la fixation sur un site de liaison spécifique localisé sur
la sous unité beta du récepteur GABAa (A. Hamon et al. 2003a). Cette fixation
augmente de maniere dose-dépendante les courants GABAa et résulte de l'effet
allostérique positif de I'étifoxine qui augmente 1'affinité du GABA pour son récepteur
(R Schlichter et al. 2000). L’Etifoxine se fixe également sur un complexe protéique
mitochondrial: le TSPO (pour translocator protein. Il agit sur ce complexe en
stimulant I'entrée de cholesterol dans la mitochondrie. Cette entrée augmente, par loi
d'action de masse, la synthese de neurostéroides neuroactifs, en particulier les
neurostéroides réduits en position 3alpha comme l'allopregnanolone (M Verleye et

al. 2001). Ce dernier résultat a été confirmé par le dosage des neurostéroides dans le
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cerveau. Les résultats montrent une augmentation de la synthése de pregnenolone,
progestérone, 5-dihydroprogestreones et allopregnenolone dans le cerveau et le
plasma des rats normaux. Un résultat similaire et été obtenu pour des rat
gonadectomsisé et surrénalectomisés suggérant une syntheses locale au niveau du
systeme nerveux (Marc Verleye et al. 2005). Les neurostéroides réduits en position 3-
alpha (comme l'allopregnanolone) sont les plus puissants modulateurs endogénes du
récepteur GABAa. L'action indirecte de 1'étifoxine passe par la production de ces

composés qui modulent positivement l'inhibition médiée par les récepteurs GABAa.

Les études chez le rongeur révelent plusieurs effets thérapeutiques potentiels
de l'étitoxine. Tous d’abord, l'étifoxine réduit I'anxiété chez le rat a travers la
potentialisation de la fonction inhibitrice du récepteur GABAa. Elle réduit aussi
I'intensité des manifestations neurovégétatives (hyperthermie, accroissement de la
motricité du colon, réduction de la vidange gastrique) apres un stress (Marc Verleye
and Gillardin 2004). Dans un modele d’cedeme cérébral chez le rat, les traitement
préventifs et curatif avec I'étifoxine ont réduit significativement la taille de I'cedeme
(P. Girard, Pansart, and Gillardin 2009). De plus, il a été montré que l'étifoxine
favorisent l'augmentation de le régénération et la croissance et accélérait la
récupération fonctionnelle de rats ayant subis une lésion nerveuse par cryolésion (C.
Girard et al. 2008). Chez la souris I'étifoxine posséde un effet anticonvulsivant (Marc
Verleye, Heulard, and Gillardin 2009; Marc Verleye et al. 2011) qui semble dépendant

du niveau d’expression de la sous unité beta au sein du récepteur GABAa.

Depuis la description du mode d'action directe et indirect, notre laboratoire a
contribué a mieux comprendre l'effet analgésique de 1'étifoxine voir revue (Poisbeau
et al. 2014). Ce dernier a été mis en évidence pour la premiere fois a I'aide de modeéles
animaux de douleurs pathologiques: les modéles de neuropathies généralisées par
traitements antitumoraux a la vincristine sulfate, a 1'oxaliplatine et au paclitaxel
(Maya Aouad et al. 2009; Poisbeau et al. 2014), le modeéle de neuropathie par
compression chronique (cuff) du nerf sciatique (M Aouad et al. 2014) et celui de la
monoarthrite articulaire du genou (Maya Aouad et al. 2014). Ce dernier modele a
permis de constater que l'effet bénéfique de I'étifoxine était multiple, sur la
composante inflammatoire associée mais aussi sur le rétablissement de I'homéostasie

chlorure indispensable a l'optimisation de l'inhibition par les récepteur-canaux
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perméable aux ions chlorure comme le récepteur GABAa. Ces travaux ont également
permis de confirmer que l'effet antinociceptif est bien médié par les récepteurs
GABAA4, du moins au niveau des cornes dorsales de la moelle épiniere (Juif, Melchior,

and Poisbeau 2015)

Récepreur GABA,
Ky =10-20pM

GABA
/f DOC — DHDOC = 3a-THDOC

Progestérone > DHP > 30-THP
(allopregnanolone)

Preanenolone

t A .
itranslocator protein)

Mitochondrie

EFX K ~10-20pM

Figure 21: Mode d’action de I'étifoxine (A. Hamon et al. 2003b; R Schlichter et al.
2000) EFX: étifoxine ; TSPO : Translocator protein
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4 Objectifs du travail de these

4.1 Contexte scientifique

Les travaux de notre équipe ont montré l'implication des neurostéroides
endogénes dans la régulation des processus nociceptifs chez des animaux mis en
situation de douleur inflammatofi¥l BuPLeANRRHdgSNewarttroidesdlque de
I’étifoxine repose en grande partie -réduits
(Poisbeau et al. 2014). Cette régulation de la biosynthese des neurostéroides pourrait
contribuer aux processus adaptatifs naturels mis en jeu par 'organisme pour faire

face aux états physiopathologiques chroniques.

Les neurostéroides sont des modulateurs puissants du systeme GABAergique
qui joue un réle crucial dans le controle de 'anxiété (pour revue, (Lydiard 2003). De
fait, certains neurostéroides controlant I'activité du récepteur GABAa tels que la PREG
et son dérivé sulfaté (PREGS), les métabolites 3o,5a-réduits de la PROG (comme
I'alloprégnanolone ou 3o,5a-THP et la 30a5a-THDOC) ainsi que la
déhydroépiandrostérone (DHEA) et la DHEAS modulent les niveaux d’anxiété (pour
revues (Dubrovsky 2006; Longone et al.).Chez les rongeurs, une diminution de la
concentration cérébrale de 3a,5a-THP et de 3a,5a-THDOC est observée dans le cas de
comportements anxieux et/ou agressifs. A I'inverse, une augmentation du taux de ces
composés dans le cerveau produit des effets anxiolytique, sédatif, anticonvulsivant
et/ou anesthésique (pour revue, (Maria Luisa Barbaccia 2004). Plusieurs études
réalisées chez I'animal indiquent que le mécanisme d’action des substances qui
produisent des effets anxiolytiques ou sédatifs (la fluoxétine, Il'acide
gammahydroxybutyrique ou GHB, I'étifoxine, I’éthanol), implique une augmentation
de la concentration cérébrale des neurostéroides activateurs du systeme
GABAergique (M L Barbaccia et al. 2002; Sanna et al. 2004; Marc Verleye et al. 2005).
En revanche, les drogues anxiogéniques (par exemple le FG7142) provoquent une
diminution de la concentration de 3¢,5a-THDOC et de 3oa,5a-THP dans le cortex
cérébral (pour revue, (Biggio etal. 2007). Des injections de PROG ou de 3a,5a-THDOC
a des rongeurs anxieux augmentent significativement leur activité exploratoire
(Bitran, Shiekh, and McLeod 1995; Lofgren et al. 2006). Des études menées chez la
souris mettent en évidence 'importance de la concentration locale de DHEA dans le

cortex frontal dans l'expression du comportement anxieux. En effet, dans le
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labyrinthe en croix surélevé, les souris ayant de fortes concentrations cérébrales de
DHEA passent plus de temps dans le bras ouvert du labyrinthe suggérant ainsi que
des taux élevés de DHEA suppriment les troubles anxieux (Maayan et al. 2006). Des
études cliniques font également apparaitre une corrélation entre les troubles anxieux
et les niveaux endogénes des stéroides neuroactifs chez I'humain (pour revues,
(Dubrovsky 2006; Longone et al.). Les dosages des stéroides neuroactifs sont le plus
souvent réalisés dans le plasma des patients, ce qui ne permet pas de s’assurer de
I'implication des neurostéroides produits dans le SNC dans la modulation de 'anxiété
chez I'humain. Des évaluations des concentrations de stéroides dans le liquide
céphalo-rachidien ou dans le cerveau post-mortem, s'ils sont rendus possibles,
aideront sans doute a confirmer la contribution de la neurostéroidogenese dans le
controle de I'anxiété chez I'humain. En attendant que ces données soient disponibles,
il est néanmoins raisonnable de suspecter une implication des neurostéroides
endogenes dans la modulation de I'anxiété chez 'humain au regard des nombreux
exemples de corrélation entre symptomes anxieux et taux plasmatiques de divers
stéroides (PREG, DHEA ou PROG) qui servent de précurseurs pour la
neurostéroidogenese une fois que ces stéroides franchissent la barriere hémato-
encéphalique (Pico-Alfonso et al. 2004; Sondergaard, Hansson, and Theorell; Strous

etal. 2003).

Puisque I'étifoxine exerce des effets analgésiques en stimulant la production
cérébrale de 3a,5a-THP (Nguyen et al. 2006; Servant et al.; Ugale et al. 2007; Marc
Verleye et al. 2005) et en amplifiant I'activité GABAergique, son utilisation pourrait
constituer une stratégie thérapeutique efficace pour les troubles anxiodépressifs
réactionnels a l'apparition d'un douleur chronique (i.e. troubles émotionnels induits
par une pathologie lésionnele réelle ou décrite en de tels termes). Son action durable
sur les symptomes douloureux combinée aux nombre faible d'effets secondaires que

présente la molécule en fait un bon candidat pour un tel traitement.
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Figure 22 : Voies de biosynthése des neurostéroides. P450scc: cytochrome P450
side-chain-cleavage; P450c17: cytochrome P450cl17 ou 17a-hydroxylase/17,20
lyase; 3B-HSD: 3B-hydroxystéroide déshydrogénase; 17f3-HSD: 173-hydroxystéroide
déshydrogénase; 3a-HSOR: 3a-hydroxystéroide oxydo-réductase; 21-OHase: 21-
hydroxylase; 5a-R:  5a-réductase; HST: sulfotransférase.5a-DHDOC: 5a-
dihydrodéoxycorticostérone; DHEA: déhydroépiandrostérone; DHEAS:
déhydroépiandrostérone sulfate; 5a-DHP: 5a-dihydroprogestérone; 5a-DHT: 5a-
dihydrotestostérone; DOC: déoxycorticostérone; PREGS: prégnénolone sulfate;
30,5a-THDOC: 3a,5a-tétrahydrodéoxycorticostérone; 30,50-THP: 30,50~
tétrahydroprogestérone ou alloprégnanolone.
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4.2 Objectifs du travail

En utilisant le modele de neuropathie par compression chronique du nerf
sciatique et sa bonne caractérisation sur le plan des co-morbidités anxieuses et

dépressives, le but du travail de these a été de:

- mettre en évidence l'intérét thérapeutique potentiel d'un traitement a 1'étifoxine

pour les symptomes sensoriels et émotionnels des douleurs neuropathiques.

- proposer I'amygdale comme une cible privilégiée de I'action de 1'étifoxine dans son

action analgésique et anxiolytique.

Apres une partie descriptive des matériels et méthodes, le travail de these est
présenté sous la forme de deux articles rédigés en anglais. Ces articles sont complétés
le cas échéant par des données supplémentaires. Une discussion reprend quelques

points clés du travail et les questions encore ouvertes.
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B. Matériels et méthodes

107



Ce chapitre regroupe l'ensemble des méthodes que j'ai personnellement

utilisées au cours du travail de theése. Certaines sont directement visibles dans les

deux projets d'articles qui constituent le fil rouge de cette these mais d'autres font

partie de l'article déja publié (Poisbeau et al. 2014), des résultats complémentaires et

des annexes

1 Evaluation éthique des procédures expérimentales

Le travail de these a respecté la réglementation en vigueur en France en application

de la directive européenne 2010/63/UE. Cette réglementation est placée sous la

responsabilité du ministere de I’Agriculture qui a établi les principes généraux

suivants:

La réglementation protege les animaux vertébrés, y compris les formes larvaires

autonomes ou feetales évoluées, et les céphalopodes.

Les animaux doivent provenir d’élevages ou de fournisseurs agréés.

Une expérience sur animaux n’est licite que si elle est nécessaire et
irremplacable et que si elle releve de la recherche en santé humaine ou animale,
de la protection de l'environnement ou de l'enseignement supérieur ou

professionnel ou d'enquétes médico-légales. Les principes de remplacement

(par une méthode ne nécessitant pas d'animaux), de réduction (par la
diminution du nombre d'animaux au strict minimum) et de raffinement (par le
choix des méthodes les plus douces) doivent étre respectés (régle des 3R).

Les expériences douloureuses doivent étre pratiquées sous anesthésie sauf

dérogation documentée. La mort comme donnée d'observation de I'expérience,
doit étre évitée autant que possible.

Tout établissement éleveur, fournisseur ou utilisateur doit étre agréé

(conformité des installations et de la formation du personnel). L'agrément est
accordé pour 6 ans. Un vétérinaire et une structure du bien-étre des animaux
doivent étre désignés. Des inspections réguliéres sont réalisées.

Tout projet de recherche qui inclut le recours a I'expérimentation animale doit

faire I'objet d'une évaluation éthique favorable délivrée par un comité d'éthique

agréé. Il doit obtenir une autorisation délivrée par le ministere de la recherche.
Une commission nationale de l'expérimentation animale composée de 20

membres (ministeres, recherche publique et privée, associations de protection
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animale, professionnels de la recherche) donne des avis et fait des propositions.

- Un comité national de réflexion éthique sur I'expérimentation animale établit le
bilan annuel national d'activité des comités d'éthique et formule des
recommandations. Il est composé de 14 membres (ministeres, professionnels,
médecin, vétérinaire, philosophe, juriste, sociologue, associations de protection
animale).

Dans notre cas, les projets sont soumis au Comité Régional d'Ethique en
matiere d'Expérimentation Animale (CREMEAS, agrément national CEEA 35) pour
une expérimentation prévue au sein de l'établissement utilisateur Chronobiotron
UMS-3415 (agrément A67-2018-38 obtenu le 10/12/2013). Toutes les procédures
ont été effectuées sous la responsabilité de personnels accrédités, ayant suivi les

formations de niveau 1 et de chirurgie (selon les expériences).

1.1 Animaux

La majorité des expériences de ce travail a été réalisé sur des souris C57BL/6]
agées de 8 a 12 semaines au moment de la chirurgie. Seuls les males sont utilisés afin
de s'affranchir d'un effet sexe spécifique bien documenté dans les mesures de
nociception (Greenspan et al. 2007). Les animaux sont maintenus en cycle 12 heures
d’obscurité et 12 heures de lumiére (lumiere entre 8:00 et18:00), avec acces illimité a
la nourriture et boisson ad /ibitum. Les conditions d'hébergement de l'animalerie
sont les suivantes: température maintenue a 22 + 2°C, hygrométrie contrélée a
50 £ 5 %. Afin de limiter le stress d'isolement, les souris ont été hébergées en cage
collective (2-4 individus par cage) en respectant les recommandations d'espace pour
la stabulation et en enrichissant a minimala litiére avec un baton en bois et un abri.
Lorsque des rats ont été utilisés, des individus males adultes (9-11 semaines, 250-
350 g; Janvier) issus de la souche Sprague-Dawley ont été utilisés et soumis a des

conditions d’hébergements identiques a celles des souris.

2 Modeéles de douleur

2.1.1 Neuropathie par compression chronique du nerf sciatique.
Parmi les nombreux modeéles disponibles, le modele neuropathique retenu
dans ce travail est celui du « cuff » décrit d’abord chez le rat (Mosconi and Kruger

1996) puis adapté au sein du laboratoire chez la souris (Benbouzid et al. 2008). Les

109



animaux sont maintenus pendant la durée de la chirurgie sous anesthésie générale
gazeuse a 'isoflurane 2,5%. Une incision de 0,5 a 1 cm est effectuée le long de la patte
arriere droite de I'animal, puis le nerf sciatique est isolé et exposé a I'air libre. Un petit
morceau (1-2 mm de long) de tube en polyéthylene (« cuff »; PE10, diametre interne :
1,09 mm, diameétre externe : 0,38 mm), préalablement stérilisé, est posé autour de la
branche principale du nerf sciatique. Le nerf est alors remis en place et la plaie est
refermée a 'aide de plusieurs points de suture simples. A noter que pour les animaux
du groupe pseudo-opéré (ou "sham"), la chirurgie se déroule exactement de la méme
maniere, a la seule différence qu’aucun morceau de polyéthyléne n’est apposé sur le
nerf sciatique. Le réveil des animaux dure moins d'une heure mais s’effectue
néanmoins sous observation réguliere. Il faut noter qu'une hyperalgésie
postopératoire et bilatérale est observable pendant les 3 premiers jours qui suivent la
chirurgie. Cette hyperalgésie disparait des pattes gauches non-opérées et des pattes
droites du groupe sham apres cette période. Par contre, 1'hyperalgésie mécanique
induite par la compression calibrée produite sur le nerf reste importante et persiste

au moins 2 mois (Benbouzid et al. 2008).

2.1.2 Neuropathie généralisée par traitement chimiothérapique au taxol

Dans la partie initiale du travail de these, j'ai participé a un travail sur les
neuropathies généralisées induites par les traitements avec des agents antitumoraux
et étudié le bénéfice apporté par traitement a I'étifoxine. ce travail a été
complémentaire a celui initié dans le laboratoire (Maya Aouad et al. 2009) et a permis
la publication d'une revue reprenant certains éléments de ces études (Poisbeau et al.
2014).

Paclitaxel (Taxol ®) a été administrée comme décrit précédemment (Flatters
and Bennett 2006) : une solution de stock (Taxol ®) 6 mg / ml dilué dans le
Cremophor EL et I'éthanol déshydraté 95%; Bristol-Myers Squibb) a été dilué dans
une solution saline (NaCl 0,9 %) a une concentration de 2 mg / ml et injectée par voie
intrapéritonéale (IP) a une dose de 2 mg / kg sur quatre jours alternés (JO, ]2, J4 et ]6)
pour une dose cumulée de 8 mg / kg. Les animaux témoins (n=8) ont recu des
injections du véhicule (le Cremophor EL et I'’éthanol déshydraté 95% sont mélangés

(v/v),'ensemble est dilué dans 2 volumes de la solution saline (NaCl 0,9 %)).
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Dans une de cette étude chez le rat, une autre méthode a été utilisée. Elle
repose sur (1) l'utilisation de filaments ne déclenchant une réponse de retrait de la
patte postérieure que si l'animal présente un symptome d'allodynie et (2) d'un
filament de plus gros diametre qui déclenche un retrait de patte dans 40 a 50% des
essais. Dans ce deuxieme cas, c'est l'hyperalgésie qui peut étre mesurée si ce

pourcentage de retrait augmente.

2.1.3 Sensibilisation inflammatoire a la carragénine A

Les données issues du laboratoire concernant l'action analgésique de I'étifoxine dans
les douleurs inflammatoires pointe du doigt une possible action inflammatoire
(Aouad et al, Pain 2014). L'étude qui trouve en annexe avait pour objectif de mieux
comprendre cet effet anti-inflammatoire aigu en utilisant le modele carragénine chez
le rat Sprague-Dawley male adulte (9-11 semaines, 250-350 g; Janvier). Pour cela, la
carragénine A (concentration 3% dans une solution saline 0,9%; volume: 100 pl;
Sigma-Aldrich, pays) ou son véhicule ((solution saline 0,9%; volume: 100 pl) a été
injectée en intraplantaire dans une seule patte. Comme l'indique 1'image ci-dessous,
quatre heures apres l'injection, les souris présentent un important cedeme de la patte

injectée qui est accompagné d'une hyperalgésie thermique et mécanique.

Saline 7.-carragénine 3%
(10041, NaCl 9%s) (100p1,in NaCl 9%)

Avec ce modele, une mesure de la taille de 1'cedeme est classiquement utilisée. Nous
avons également utilisé dans notre étude un imageur thermique afin de mesurer la
température de surface locale correspondante a l'inflammation.

Le volume de la patte est mesuré pour déterminer le volume de I'cedeme induit par le
traitement. La méthode utilisée, basée sur le principe d’Archiméde, utilise une
balance (Sartorius-Werke type 2204, précision = 0,1 g. Gottingen Allemagne), sur
laquelle est posé un récipient cylindrique rempli d’eau. L’augmentation de poids

indiquée par la balance est enregistrée lorsque la patte du rat est trempée dans I'eau
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jusqu’a l'articulation de la cheville. Le volume d’eau déplacée par la patte correspond
a un accroissement de la force appliquée sur le plateau de la balance tel que 1 g

corresponde a 1 ml.

2.2 Mesure de la nociception

2.2.1 Evaluation de la nociception mécanique par les filaments de von
Frey

Le test des filaments de von Frey (Bioseb, France) est utilisé pour déterminer
le seuil de sensibilité mécanique des pattes postérieures des animaux (rat ou souris)
en suivant la procédure de Chaplan (Chaplan et al. 1994) dans la grand majorité de
nos études. Pour 'ensemble des résultats présentés dans cette these, la patte droite
correspond a la patte cuff, et la patte gauche a la patte contrdle. L'ensemble des
animaux utilisés est familiarisé avec I'’environnement expérimental du test au moins
une semaine avant le démarrage du projet. Ils sont systématiquement placés 15
minutes sur le dispositif avant d’étre testés. Ce dispositif consiste en une enceinte en
plastique transparent (7 cm X 9 cm X 7 cm) reposant sur une grille. La sensibilité
mécanique est évaluée en appliquant une pression calibrée (en grammes) sur les
voltes plantaires des pattes postérieures grace a des filaments de différents calibres.
La pression exercée augmente en fonction du calibre des filaments appliqués. Si, pour
un filament donné, I'animal retire sa patte au moins 3 fois sur 5 applications, et qu’au
filament supérieur au moins 3 réponses sur 5 sont a nouveau observées, alors le seuil
de retrait est considéré comme correspondant au grammage du premier filament (la
plus faible valeur).

Le principe est d'appliquer chaque filament 5 fois par patte afin de mesurer le
nombre de réponses aversives. Ces dernieres sont généralement des retrait rapides

de la patte stimulées ou des léchages stéréotypés (distincts d'un toilettage).
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2.2.2 Evaluation de la nociception mécanique par la pince calibrée

La mesure des seuils nociceptifs mécaniques est effectuée par le test de la pince
calibrée que nous avons mis au point au laboratoire et développé en partenariat avec
la société Bioseb il y a quelques années (Luis-Delgado et al, 2006). La pince

(Longueur =15 cm; aire de contact: 7 mm x 1,5 mm) est équipée de capteurs (jauges

de contraintes) qui permet de mesure la pression exercée a la pointe (voir photos ci-

dessous, A-B).

Pendant le test, la téte de l'animal est couverte afin de 1'apaiser (photo de
droite ci-dessus), une pression graduée est alors exercée sur la patte postérieure de
I'animal jusqu'au retrait ou la vocalisation de I'animal. Cette valeur correspond au
seuil nociceptif. La mesure est répétée 3 fois pour chaque patte et la moyenne des

seuils par patte est utilisée.

2.2.3 Evaluation de la nociception thermique au chaud

La mesure des seuils nociceptifs thermiques au chaud est effectuée par le test
du Plantar en suivant la méthode de Hargreaves (Ugo Basile, Comerio, Italie). Il
permet de mesurer le temps de latence de retrait de la patte des animaux en réponse

a une stimulation thermique chaude (Hargreaves et al., 1988).
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Les rats habitués au test sont placés dans des boites individuelles (23 x 18 X
14 cm) sur un plancher en plastique permettant le transfert de chaleur. Une source
chaude infrarouge, concentrée en un faisceau, est placée par I'expérimentateur sous
la surface plantaire postérieure de I'animal. La latence de retrait de la patte est
calculée automatiquement lorsque l'animal retire sa patte du plancher (Dispositif
expérimental ci-dessus). La latence de retrait de la patte traduit le seuil de sensibilité
au chaud. Une latence limite est fixée a 20 secondes afin de ne pas endommager les
tissus par la chaleur en absence de réponse de retrait de la patte.

Le temps moyen de latence de retrait (en secondes) est déterminé pour
chacune des pattes postérieures. Ce temps est calculé en faisant la moyenne de 3
mesures répétées sur la patte considérée, et ce a chaque point temporel étudié. La

boite de Plexiglas est rigoureusement nettoyée entre chaque session de test.

2.2.4 Mesure indirecte de la douleur spontanée par conditionnement de
place

Ce modele, initialement proposé par (Carr, Phillips, and Fibiger 1988). Dans ce test,
on conditionne l'animal a associer un stimulus avec un environnement donné.
L’objectif de ce test est de tester si, a la suite de 'apprentissage, I'animal montre une

préférence pour I'environnent associé a 'administration de la drogue.
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Appareil constitué de 2 compartiments distincts (motifs et texture des parois
différents) séparés par des cloisons que I'on peut garder ouvertes ou fermées. Un
compartiment intermédiaire sert de sas d’entrée donnant un acces aux deux
compartiments.
Les mouvements de l'animal et le temps passé dans chaque compartiment sont
enregistrés par un systeme de tracage vidéo contrélé par un logiciel informatique.
C’est le temps passé dans chacun des compartiments qui fourni une indication de la
préférence (ou l'aversion) qu’a développé I'animal suite a I'injection de la substance.
L’animal montre sa préférence en passant plus de temps dans l'un des
compartiments. Son choix détermine ainsi si:

- la substance testée a des propriétés aversive ou renforcante

- 'animal a développé une dépendance pour la substance
Le test se déroule on trois étapes :

Etape 1 : Préconditionnement

Etape 2 : Conditionnement

Etape 3 : Test de préférence

2.2.4.1 Conditionnement de préférence de place a la morphine (5mg/kg
5.C).

2.2.4.1.1 Précondjtionnement :
Habituation de chaque animal au dispositif. On place I'animal dans le compartiment
intermédiaire avec un acces libre aux deux compartiments pendant 15 a 20 minutes
(portes ouvertes).
Exclusion des animaux qui montrent une préférence initiale pour un compartiment
particulier, c’est-a-dire ceux qui passent:

e 80% (temps passé> 720 sec) de leur temps dans 'un des deux compartiments

(Nestler et coll., 2004)
e Moins de 20% (temps passé <120) de la durée totale dans I'un des deux

compartiments

2.2.4.1.2 Conditionnement
3 jours de conditionnement :

- 2 appariements par jour espacés de 4h avec enregistrement pendant 30

minutes des mouvements de ’animal.
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e Matin: compartiment 1 = injection de saline puis 'animal est placé dans le
compartiment pendant 30 minutes (portes fermées).

e Apres-midi: compartiment 2 = injection de la morphine 5 mg/kg par voie sous
cutanée, puis I'animal est placé dans le compartiment pendant 30 minutes

(portes fermées).

2.2.4.1.3 Test de préférence

e L’animal est placé dans le compartiment intermédiaire, avec un libre acces aux
deux autres compartiments (portes ouvertes).

e Enregistrement pendant 15 minutes.

2.2.4.1.4 Evaluation de la préférence :
On compare le pourcentage de temps passé dans le compartiment associé a la

morphine par rapport a celui passé dans le compartiment neutre. Le pourcentage de
temps passé dans le compartiment associé a la morphine est appelé « preferences

scores » (Cabib, Piazza et coll., 1996).

2.2.4.2 Conditionnement de préférence de place a la clonidine (10pg/ul).

2.2.4.2.1 Préconditionnement
e Laméme procédure que la précédente

2.2.4.2.2 Conditionnement
1 jour de conditionnement. :

e Matin: compartiment 1 = injection de saline puis I'animal est placé dans le
compartiment pendant 30 minutes (portes fermées).

e Apres-midi: compartiment 2 = injection de la clonidine (10pg/pl) par voie
intrathecale, puis 'animal est placé dans le compartiment pendant 30 minutes
(portes fermées).

e L’intervalle de temps entre les deux injections (matin-apres-midi) est de 4h.

2.2.4.2.3 Test de préférence
2¢me jour

L’animal est placé dans le compartiment intermédiaire, avec un libre accés aux deux
autres compartiments (portes ouvertes).

Enregistrement pendant 15 minutes.
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2.2.4.2.4 Evaluation de la préférence:
On compare le pourcentage de temps passé dans le compartiment associé a la

clonidine par rapport a celui passé dans le compartiment neutre.

2.3 Evaluation de I'anxiété & de la dépression

2.3.1 Hyponéophagie (Novelty Suppressed Feeding Test: NSF): Test
prédictif d'un phénotype anxio/dépressif
Ce test induit une situation de motivations conflictuelles chez l’animal, entre
celle dirigée vers la nourriture et la peur de s’aventurer au centre de I'enceinte. Ce
test a montré son aptitude a mettre en évidence des changements dans le
comportement des rongeurs comme le rat et la souris, aprés un traitement par
anxiolytiques (traitement aigu) et antidépresseurs (traitement chronique) (Luca
Santarelli et al. 2003). L’animal a jeun depuis 24 heures est placé dans une cage
rectangulaire de 2500 cm? (50x50x20 cm). Au centre de cette cage est disposé un
cercle blanc éclairé sur lequel sont déposés deux granulés de nourriture, puis un
chronometre est immédiatement lancé. La latence pour mordre manifestement le
granulé (croquer dans le granulé en utilisant ses pattes avant) est enregistrée. Les
animaux sont testés individuellement pendant une période de 10 minutes (L.
Santarelli 2003). On mesure la latence mis par I'animal pour aller se nourrir. Une
administration d’un anxiolytique ou d’unantidépresseur réduit la latence a se
nourrir. A la suite de ce test, 'animal est replacé dans sa cage et on mesure sa
consommation de nourriture pour vérifier que les variations du temps de latence

entre des animaux traités a l’etifoxine et des animaux non traités.
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2.3.2 Test d'enfouissement de billes (Marble Burying Test)

Dans une cage d'hébergement conventionnelle (dimension 27 x 16 x 14 cm)
contenant une épaisseur de 3 cm de sciure fine. Dans cette cage, 25 billes de verre
(diametre de 1 cm) sont reparties a la surface de la sciure. La souris est alors placée
dans la cage pendant 30 minutes. Aprés cette période, un expérimentateur
indépendant compte le nombre de billes enfouies au moins au 2/3. Ce nombre

correspond au score d'anxiété (Nicolas, Kolb, and Prinssen 2006).

2.3.3 Toilettage (Splash Test)

Le temps de toilettage, s'il est faible, est révélateur d'une négligence qui pourrait étre
mis en analogie avec le manque de soin observé parfois chez des patients dépressifs
(L. Santarelli 2003; Yalcin et al. 2011). Ce score de toilettage est effectué pendant une
période de 5 minutes a la suite d'une aspersion du pelage dorsal a l'aide d'une

solution de sucrose a 10%.

2.3.4 Nage Forcée (Forced Swim Test: FST)
Le FST est un test prédictif d'une activité de type antidépressive. IL consiste a placer
les souris dans un cylindre de verre (dimension: Hauteur 17,5 cm x diametre 12,5
cm) contenant une hauteur d'eau de 11,5 cm (température comprise entre 23-25°C).

Le test dure 6 minutes, mais seules les 4 derniéres minutes du test sont utilisées pour
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comptabiliser le temps de nage. Lorsque la souris reste immobile en flottant ou fait de
petits mouvements sans nager, la durée d'immobilité est mesurée. Cette durée est
proportionnelle a l'intensité de la dépression selon les auteurs de ce modele (Porsolt,

Le Pichon, and Jalfre 1977).

2.3.5 Injections intrathécales

Les injections intrathécales (i.t.) des molécules testées ont été effectuées selon les
descriptions de (Hylden and Wilcox 1980). Les animaux sont tout d’abord
anesthésiés a 'isoflurane 2,5%. L'injection est effectuée a 1'aide d'une aiguille de 26G
X 1/2" reliée a une seringue Hamilton de 50pL qui est introduite
perpendiculairement a travers la colonne vertébrale jusque dans l'espace sub-
arachnoidien entre les vertebres L5 et L6 (Yalcin et al. 2009). Une insertion
correctement effectuée est indiquée par un réflexe prototypique de la queue: lorsque
I'aiguille entre dans l'espace sub-arachnoidien, un mouvement latéral et soudain de la
queue est observé (Mestre et al. 1994). L'injection i.t a été utilisée par exemple dans

le test de préférence de place pour administrer la clonidine.
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Aiguille Hamilton

Espace sub-arachnoidien

Figure 23 : Méthode d'injection intrathécale. Une aiguille connectée a une seringue
est introduite perpendiculairement a travers la colonne vertébrale dans l'espace sub-
arachnoidien.

2.3.6 Quantification des catécholamines

Quantifications des protéines par la méthode de Bradford

La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique se basant sur un changement
d’absorbance a 595 nm, qui se manifeste par le changement de couleur du bleu de
Coomassie suite a sa liaison avec les acides animés basiques (arginine, histidine et
lysine) des protéines. Dans un premier temps, on réalise une gamme étalon on
préparant des quantités croissantes d’albumine sérique bovine (SAB, fraction V ; Oug
a 20pg). En parallele, de 1 a 5pg d’extrait de cerveaux de souris sont testées. Les
volumes sont ajustés a 800ul avec de I'eau ultrapure. Apres ajout de 200ul de réactif
de Bradford (Proein Assay, Bio-Rad) et 5 min d’incubation, on procede a la lecture
des absorbances a 'aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde de 595 nm.
L’équation de la droite d’étalonnage obtenue grace aux concentrations connues de
SAB permet de calculer la quantité de protéines présentes dans les extraits de

cerveaux.
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2.4 Principe de la chromatographie liquide couplé a la
spectrométrie de masse (LC-MS/MS)

2.4.1 Chromatographie liquide:

La chromatographie en phase liquide a haute performance est une technique de
séparation en fonction de caractéristiques physicochimiques des molécules d'un
mélange de composés comme leur hydrophobicité, leur charge nette ou leur
encombrement stérique suivant la colonne utilisée. Son principe est basé sur la
différence d’affinité, pour un composé donné, entre une phase stationnaire et une

phase mobile (ou éluant).

2.4.2 Spectrométrie de masse:

La spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse permettant de
détecter et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse, et de
caractériser leur structure chimique. Son principe réside dans la séparation dans un
champ électrique de molécules chargées en fonction de leurs rapports masse sur
charge (m/z). Un spectrometre de masse est composé d'une source d’ionisation qui
ionise les composés, d'un analyseur de m/z (analyse MS) ou d’'une combinaison
d’analyseurs (analyse MS/MS), d’'un détecteur d’ions et d'un systeme de traitement
du signal. Ces instruments sont caractérisés par leur mode d’ionisation, leur précision
en masse et leur résolution (pouvoir séparateur). Certaines sources d’ionisation
(I'électro nébulisation ou ESI) peuvent étre couplées directement a une méthode de
séparation comme la chromatographie liquide dans le but d’augmenter le pouvoir

séparateur de I'analyse (LC-MS/MS).
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Figure 24 : Schéma simplifié d’'un spectrométre de masse triple quadripdle

Le systeme LC-MS/MS utilisé lors de mes analyse est constitue de deux appareils

distincts :

Une chaine de chromatographie liquide a ultra performance (UPLC) Dionex
Ultimate3000 permet de séparer les constituants d’'un échantillon en fonction de leur
caractére hydrophobe dans notre cas. Dans cette technique, une phase mobile liquide
aqueuse et acide (H20 99.9% /acide formique 0.1% v/v) véhicule I'échantillon a
travers une colonne contenant une phase stationnaire dont les particules sont
greffées avec des chaines de 18carbones (C18, de nature apolaire). Les molécules
liées a la phase stationnaire sont éluées en appliquant un gradient croissant de
solvant polaire en condition acide (Acetonitrile 99.9%/acide formique 0.1% v/v).
Plus une molécule est hydrophobe, plus elle est retenue sur la colonne et nécessite

donc un pourcentage élevé d’ACN pour étre éluée.

2.4.3 Spectrométrie de masse triple quadripéle (Endura, Thermo
Electron, Contr6lé par le logiciel Xcalibur v. 2.0).

Lors de la premiere étape, un ion précurseur de m/z prédéfini est sélectionné dans le
premier quadripdle de l'instrument (Q1). Cet ion est ensuite fragmenté dans le
second quadripole (Q2) par collision avec un gaz. D’argon sous pression. Enfin, un ou

plusieurs ions correspondant a des fragments spécifiques de I'ion précurseur, de m/z
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prédéfini, est sélectionné dans le troisieme quadripole (Q3). C’est I'intensité du signal

généré par cet ion fils qui est utilisée pour la quantification de la molécule analysée.

Une chaine de chromatographie

Spectrométrie de masse triple
liquide 2 ultra performance (UPLC) S n

quadripole (Endura, Themo Electron)

Bismex i Cimate SRE0H Contrélé par le logiciel Xcaliburv. 2.0.

Figure 25 : Photographie du systeme de la « Chromatographie liquide couplé a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS)».

Préparation des échantillons pour I'analyse en chromatographie liquide couplé a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).
% Prélévement du tronc cérébral pour chaque groupe a deux points temporel
distincts 2 et 8 semaines. J'ai suivi les étapes suivantes :
= Homogénéisation des tissus dans I’eau ultra pure (500pl).
= Sonication pendant 10secondes a 70% Ampl.
= (Centrifugation:5a 10min a 15000 g.
= Quantifications des protéines par la méthode de Bradford.
Pour le dosage des catécholamines, j'ai utilisé le « AccQeTag™ Ultra Derivatization
Kit » de dosage pour les acides aminés. C'est une méthode de quantification de l'acide

aminé rapide, reproductible et sensible dans des échantillons biologiques, en
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particulier. La méthode a été développée et validé en utilisant des mélanges de types
d'acides aminés contenant des acides aminés acides, neutres et basiques. Ce kit peut
permettre une détection UV. Cependant, cette méthode est applicable a toutes
molécules possédant une fonction amine. La détection des produits peut se faire par

LC-MS/MS.

Exemple de la dérivation de la Noradrénaline en utilisant le «AccQeTag™

Ultra Derivatization Kit».

! 0 #
N
o HO
. 0 ; Hﬁ—ﬂu—mﬂ
HO
AccQTAG Reagent Noradrénaline dérive

NH;
(o]
. B0 HO,
OoH
Noradrénaline N-Hydroxy Succinimide

Pour AccQTAG dérivation on mélange :

- 10ul de I'échantillon
- 10pul du standard interne deutéré.
- 45 pl tampon borate
- 10 pl du I’AccQTAG derivative agent
e Vortexer, attendre 10 min a T°C ambiante (travailler dans le noir)
e Placer les tubes au Thermomixer a 55°C a 10 min
e laisser refroidir en suite (micro-centrifuge)
e Ajouter 25 d’acide formique a 0.4%
e Injection par LC-MS/MS
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+¢ Elution des catécholamines par UPLC

Les séparations ont été réalisées sur une colonne de type phase inverse (Accucore

RP-MS de 18 carbones, 100 x2.1 mm 2.6 um, Thermo Electron) avec un débit de

0.4ml/min a 40°C. L’élution des catecholamines a été réalisée a 'aide d’un gradient

(Tableau suivant) utilisant les tampons suivant :

Tampon A

H20 99.9%/acide formique 0.1%v/v

Tampon B

Acetonitrile 99.9% / acide formique 0.1% (v/v).

+* Quantification des catécholamines par la spectrométrie de masse.

L’analyse quantitative des catécholamines a été réalisée en mode Selected Reaction

Monitoring (SRM). Cette approche permet de quantifier uniquement les ions fils

sélectionnés, issus de la fragmentation des catécholamines. L'ionisation electrospary

s’est fait a 3600 Volts, alors que le capillaire de nébulisation était chauffé a 292°C. La

température du tube de transfert d’ions était de 342°C. La pression du gaz de collision

(argons) appliqué était de 2ZmTor. Les transitions (productions des ions fils) et les

énergies de collision appliquées sont indiquées dans tableau suivant :

Composé
AccQTAG-Noradrénaline
AccQTAG-C6-Noradrénaline
AccQTAG-Sérotonine
AccQTAG-D4-Sérotonine
AccQTAG-Adrénaline
AccQTAG-D6-Adrénaline
AccQTAG-Dopamine
AccQTAG-D4-Dopamine
AccQTAG-L-dopa
AccQTAG-D3-L-dopa

Précurseur (m/z)

340.25 171.1
346 171.11
347.25 171.149
351.25 171.149
354 171.154
360.25 171.153
324.25 171.15
328.25 171.165
368.25 171.105
372.25 171.151

35
35
38
40
38
36
33
35
35
36

Produit (m/z) Energie de collision (V)
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Figure 26 : Exepmle d'un spectre HPLC « AccQ-Tag-Serotonine »

L’identification et la quantification des composées sont basées sur

= Les temps de rétention en UPLC et les coélution avec des standards

internes deutérés

= Lasélection des ions parents

= Laprésence des ions fils
L’association des modules UPLC et MS/MS confeére une spécificité et une sensibilité de
détection idéales. L’utilisation de standards internes deutérés permet quant a elle
d’estimer d’'une maniére absolue et fiable les quantités des catécholamines présentes
dans les échantillons : en effet, les caractéristiques physico-chimiques des analytes
d’'intérét et de leurs homologues deutérés sont similaires. L’élution sur la colonne
UPLC, l'ionisation et la fragmentation des standards internes se déroulent donc de la
méme maniere que pour les molécules d’'intérét correspondante. La seule différence
entre les standards et les molécules recherches réside dans l'ajout de masse

correspondant aux atomes de deutérium ou de carbone.
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2.5 Injections intra-amygdaliennes

Pour procéder a ces injections, l'implantation chronique de canules intracérébrale
dans le noyau basolatéral de 1I'amygdale (BLA) a été rendue nécessaire. Elles ont
permis de montrer l'action de plusieurs composés bloquant la transmission
GABAergique et glutamatergique dans la réponse nociceptive. C'est sur cette base que

le mode d'action de I'étifoxine, comparativement au diazépam, a pu étre caractérisé.

2.5.1 Anesthésie des animaux

Les souris sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale de Médétomidine
(Domitor®, 1 mg/kg) et de Kétamine (Imalgéne®, 75 mg/kg). La kétamine est un
antagoniste du récepteur NMDA du glutamate et va avoir une action dissociative. La
Médétomidine est un agoniste des récepteurs a2 adrénergiques et est utilisée pour
ses effets sédatif, analgésique et myorelaxant. Les animaux sont alors montés sur un
cadre stéréotaxique et reposent sur un dispositif chauffant maintenant leur
température corporelle a leur valeur physiologique (37 + 1°C) durant toute la durée
de la chirurgie. On vérifie ensuite que le crane de I'animal est parfaitement horizontal

(« flat skull ») afin d’éviter tout biais lors de la prise des coordonnées stéréotaxiques.

2.5.2 Implantation stéréotaxique bilatérale des canules dans le BLA

Une incision sagittale de la peau du crane est effectuée afin de pouvoir
discerner les reperes anatomiques que sont le Lambda et le Bregma. Ces sutures des
différents os craniens servent de référence afin de prendre les coordonnées
stéréotaxiques du BLA a l'aide de I'atlas publié par Paxinos et Watson (Paxinos and
Watson 2001). Pour chaque animal, les coordonnées sont les suivantes: Antéro-
postérieur, -1.8 mm ; Latéral, + 3.1 mm ; Dorso-ventral, - 4.2 mm. Apres mesure de
ces coordonnées, deux trous sont percés dans le crane a 'aide d’une fraise dentaire au
dessus des BLA de chaque co6té. Avant de descendre les canules, deux vis sont
insérées dans l'os cranien en avant et en arriere de I'emplacement des canules. Ces vis
serviront de points d’ancrage pour le ciment dentaire. Les canules (diametre externe :
0,64 mm, diametre interne: 0,32 mm, PlasticsOne, USA), sont ensuite descendues

lentement 'une apres 'autre dans la structure. L’ensemble des éléments est alors
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inclus dans du ciment dentaire, puis 'animal est retiré du cadre stéréotaxique afin

qu'il récupere de la chirurgie pendant environ 1 semaine.

Site d'injection /’“" R e
/ \

Figure 27 : La surface dorsale de 'os cranien de la souris, montrant les points de
références : Bregma et Lambda. (Paxinos and Waston 2001).

2.5.3 Injections chez la souris libre de ses mouvements

Le jour de l'injection, 'animal est anesthésié légerement a l'isoflurane 2% afin de
faciliter la mise en place des aiguilles d’injection (diametre externe : 0,30 mm,
diameétre interne : 0,15 mm, longueur : 6 mm, PlasticsOne, USA) dans les deux
canules. L’animal est alors placé dans une petite boite en plastique transparent sans
couvercle, afin de limiter ses déplacements pendant 'injection dans les canules. Un
volume de 0,5 pL de la solution d’intérét est injecté durant 5 minutes (débit de 0,1
uL/min) a I'aide d’'une micropompe d’injection (CMA 400, CMA Microdialysis, Suede).
Les aiguilles sont alors laissées en place pendant 5 minutes supplémentaires pour
s’assurer que I'ensemble du volume injecté ait correctement diffusé dans la structure,
et ne remontera pas par capillarité dans la canule lorsque I'on retirera l'aiguille. Les
animaux sont ensuite placés directement dans leurs cages de von Frey pour étre
testés 15 minutes apres l'injection. L’injection suivante s’effectue au minimum une
semaine apres la précédente, et un maximum de 4 injections par canules peut étre
effectué. Au-dela, I'insertion a répétition de l'aiguille dans la canule peut causer des

dommages certains dans la structure visée.
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2.5.4 Préparation des substances pharmacologiques

Toutes les solutions pour les injections ont été préparées extemporanément dans une
solution saline (NaCl 0,9 %). La bicuculline (Sigma-Aldrich, France), un antagoniste
spécifique des récepteurs GABAa, a été diluée dans de l'eau pure pour une
concentration stock de 10 mM, puis utilisée a une concentration finale de 10 uM.

Le MK-801 (Sigma-Aldrich, France), un antagoniste non-compétitif des récepteurs
NMDA du glutamate, a été dilué dans de I’eau pure pour une concentration stock de 1
mM, puis utilisé a une concentration finale de 1 pM. Le diazépam (Roche, France), une
benzodiazépine ayant une action allostérique positive sur les récepteurs GABAAa, a été
dilué dans de I'éthanol absolu pour une concentration stock de 10 mM, puis utilisé a
une concentration finale de 10 uM. La concentration finale d’éthanol est inférieure a
0,1 %. L’étifoxine (6-Chloro-4-methyl-4-phenyl-3,1-benzoxazin-2-yl  (ethyl)
aminehydrochloride ou Stresam®, Biocodex, Gentilly, France) est diluée dans du
DMSO pour une concentration stock de 100 mM. L’EFX est utilisée diluée dans la
saline a la concentration finale de 60 uM. La concentration finale de DMSO est
inférieure a 0,1 %. Enfin, dans certaines expériences un blocage de la
neurostéroidogénese était nécessaire. Nous avons alors utilisé du finastéride (Sigma-
Aldrich, France), un inhibiteur de la 5a-réductase qui réduit les stéroides en
composés neuroactifs. Les animaux ont recu des injections sous-cutanées (25 mg/kg)
tous les 2 jours durant 2 semaines. Le finastéride est dilué dans le 1’éthanol absolu
pour une concentration stock de 10 mM, puis mélangé a I'huile d’olive pour

I'injection. Le volume total de la suspension injectée est de 200 pL par animal.

2.5.5 Prélevement des cerveaux pour vérification histologique

A la fin de I'expérience, la derniére injection est réalisée avec du bleu de pontamine
(Chicago blue’, Sigma-Aldrich, France), ce qui permet a posteriori de faire une
vérification histologique du site d’implantation des canules (Figure 27). Apres
I'injection, on attend environ 30 minutes afin que le colorant se répartisse de facon
homogéne dans le BLA. Les animaux sont alors anesthésiés avec de I'isoflurane 2,5 %
puis décapités. Leur cerveau est prélevé puis immédiatement placé dans une solution

d’isopentane (SigmaAldrich, France) a -80°C. Aprés cette congélation rapide, la
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conservation des cerveaux peut alors se faire a -21°C jusqu’au moment de la
réalisation des tranches. On utilise ensuite un cryostat (Microm HM 560, Thermo
Scientific, USA) afin de couper les cerveaux en tranches coronales d’'une épaisseur de
40 pum. Les tranches sont récupérées et directement montées sur lame pour une
observation au microscope (Leica DMRD, Allemagne). Le cerveau de chaque animal
est alors contrélé afin de s’assurer de la bonne implantation bilatérale des canules
dans le BLA (Figure 27). Si 'une des deux, ou les deux canules d’'un animal s’aveérent

étre mal implantées, ce dernier est retiré de I'étude.

2.6 Immunohistochimie du TSPO

Les animaux sont euthanasiés par dislocation cervicale, le cerveau est
immédiatement prélevé et mis dans une matrice pour réaliser des tranches coronales
d’une épaisseur de 40 um. Toutes les opérations, a partir du prélevement du cerveau,
sont effectuées sur la glace. L'immunohistochimie a été réalisée sur un ensemble
distinct d'animaux (n = 6).

Trois a quatre semaines apres le Cuff, les souris ont été perfuses par voie
intracardiaque avec 100 ml du phosphate buffer (PB) (0,1 M, pH 7,4), suivi de 100 ml
d'une solution contenant 4% de paraformaldehyde dans du phosphate buffer (PB).
Les tranches contenant nos régions d’intérét ont été recueillies, immergé pendant la
nuit dans le méme fixateur, et lavés le lendemain dans un tampon phosphate salin
(PBS). Les tranches coronales ont été préparées en utilisant un vibratome (Leica
VT1000S, Nussloch, Allemagne), ensuite, elles ont été rincées trois fois pendant 10
min dans du tampon phosphate salin (PBS) et incubées pendant 1 h dans une solution
de blocage constituées du tampon phosphate salin (PBS) contenant 5% de sérum
d'ane et 0,5% de Triton X-100.

Les sections ont ensuite été incubées pendant une nuit avec un anticorps anti-
TSPO « anti-Peripheral-Type Benzodiazepine Receptor (TSPO)» (Polyclonal de lapin
1: 400, ref: ab108489, abcam) dilué dans du PBS contenant 1% de sérum d’ane et
0,5% de Triton X-100. Apres lavage avec du PBS (5 x 10 min), les coupes ont été
incubées avec 'anticorps secondaire (Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG: 1:1000;
Sigma-Aldrich) pendant 2 h a température ambiante. Apres ringage avec du PBS (3 x

10 min), les coupes ont été montées sur des lames revétues de gélatine. Les

130



échantillons ont été analysés et photographiées a l'aide d’'un microscope (Leica

DMRD, Allemagne).

2.7 Statistiques

Les analyses statistiques ainsi que les graphiques ont été effectués avec le logiciel
Prism 6.0 (GraphPad Software, USA).

Les résultats sont exprimés en valeur moyenne + SEM (erreur standard a la
moyenne). Dans les différents graphiques, 1a barre d’erreur correspond a la SEM.

Le test non paramétrique de suivi d’'un test post-hoc de Tukey a été utilisé afin de
comparer les effets d'un traitement sur un méme animal, ou pour comparer les

différents groupes entre eux. Le seuil de significativité a été fixé a 5 %.
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C. Résultats
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a. Partiel
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Rappel du contexte scientifique et objectif du travail.

La douleur neuropathique est un syndrome secondaire a une maladie ou a une
lésion affectant le systeme nerveux somatosensoriel. Environ 30% des patients
souffrant de douleurs neuropathiques présentent des troubles de I'humeur. Les
causes biologiques de ces comorbidités ne sont pas clairement établies. Grace a
l'utilisation d’'un modele murin de douleur neuropathique, nous avons cherché a
comprendre 'effet d'un traitement a I'étifoxine sur les conséquences émotionnelles

de cette douleur.

Plusieurs études montrent que les troubles dépressifs et les troubles anxieux
coexistent chez les patients souffrent de douleur chronique (Twillman 2007). Les
patients souffrant également de troubles d’ordre cognitif, les plus fréquents sont des
troubles de la mémoire, des problémes d’anticipation, une difficulté de concentration
et des troubles attentionnels. Chez le rongeur, et malgré les nombreuses études
explorant les mécanismes de la douleur chronique, peu d’entre elles se sont
intéressées aux relations entre douleur et troubles affectifs, notamment 'anxiété. En
1999, Kontinen et collaborateurs n’ont pas réussi a mettre en évidence des troubles
anxieux deux semaines apres l'induction d’'une neuropathie part ligature des nerfs
spinaux (Kontinen et al. 1999). Par contre, une autre étude a pu monter un états
anxieux chez la souris 4 semaines aprés l'induction de la douleur par ligature du nerf
sciatique ou par injection intraplantaire de CFA (Narita et al. 2006). Plus récemment,
la présence de signes d’anxiété et de dépression a pu étre démontrée en utilisant le
modele de douleur neuropathique par compression chronique avec un « cuff » (Yalcin
et al. 2011). Ainsi, I'apparition de comportements de type anxieux puis dépressifs se
développent quatre semaines apres la chirurgie induisant la neuropathie. Ces études
montrent qu'il existe aussi, chez le rongeur, un lien de comorbidité entre la douleur
chronique et les états anxieux/dépressifs. La séquence temporelle semble faire se
succéder le développement d’'un symptéme douloureux persistent, I'anxiété puis le

comportement dépressif.

Dans I'étude qui suit, '’hyperalgésie mécanique statique sera mesurée a I'aide
des filaments de von Frey et la composante aversive de la douleur, mesurée a I'aide
du test de préférence de place, completera I'établissement du phénotype

douloureux. Contrairement au test de von Freyqui mesure une réponse a une
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douleur provoquée (i.e. hyperalgésie), ce test mesure une réponse a une douleur
spontanée (King et al. 2009). Cette évaluation est tres importante car nous savons
que les douleurs spontanées sont trés invalidantes et tres fréquentes chez les
patients souffrant de douleur neuropathique ((Backonja and Stacey 2004).
Toutefois, ce signe est difficile a mettre en évidence chez I'animal dont la plainte ne
peut pas étre percue pas de maniere évidente pour les expérimentateurs. En
complément, une série de testsmesurant I'anxiété et la dépression sera effectuée des

la 4¢me semaine de neuropathie.

L’objectif du travail est d’évaluer le potentiel thérapeutique de I'étifoxine sur
les symptomes douloureux et les troubles anxiodépressifs induits par la douleur
neuropathique. Ce travail n’a jamais été mené sur les symptomes douloureux
développés par les souris. Une mesure des concentrations de monoamines
(sérotonine, dopamine, noradrénaline) dans el tronc cérébral vient compléter
I’étude car ces molécules sont bien connues pour influencer les réponses

émotionnelles.

Les résultats montrent qu'un traitement par 5 injections journalieres
d’étifoxine (50mg/kg) supprime durablement les symptémes d’hyperalgésie. Le
comportement de préférence de place pour recevoir une injection d’analgésique (i.e.
clonidine) est également supprimé sans que les capacités cognitives des souris
semblent affectées par le traitement a I'étifoxine. Les troubles anxiodépressifs qui
s’installent habituellement 4-6 semaines apres l'induction de la neuropathie sont
également indétectables apres traitement a I'étifoxine. Enfin, des variations dans les
concentrations de sérotonine et de noradrénaline pourraient laisser penser que ces

controles sont rétablis par le traitement.
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Abstract

Neuropathic pain is associated with significant co-morbidity, including anxiety and
depression, which impact considerably on the overall patient experience. Several
lines of evidence suggest that anxiolytics may be of interest to alleviate pain
symptoms and the associated negative emotions in chronic pain states. Among them,
the non-benzodiazepine anxiolytic etifoxine (EFX: stresam™) has an interesting
pharmacological profile. In patients, it has a weak sedative action, with limited

functional tolerance and dependence, and without cognitive declines.
Aims

In this study, we aim at analyzing the preclinical therapeutic potential of etifoxine on

the anxiodepressive consequences of neuropathic pain.
Methods

Neuropathic pain is induced by the implantation of a compressive cuff around the
main branch of the sciatic nerve. Mechanical nociceptive thresholds were measured
with von Frey filaments applied directly on the plantar surface of the mice hindpaws.
Spontaneous pain was assessed by the conditioned place preference (CPP) test for
clonidine analgesia. Two weeks after cuff implantation, EFX treatment (or vehicle)
was administered daily and for 5 days, at a reference dose of 50mg/kg IP. Anxiety and
depressive like behaviors were evaluated by a battery of behavioral tests including
novelty suppressed feeding (hyponeophagy), marble burying, splash and forced swim
test. Eventually, dosages by mass spectrometry were performed in order to quantify
the brainstem levels of monoamines, which are known to highly control emotional

responses.
Results

Mechanical allodynia resulting from the compression of the sciatic was fully
abrogated after 2-3 daily injections of etifoxine and allodynia never reappeared after
the 5-day treatment for at least 90 days. Etifoxine analgesia was further confirmed
using the CPP test since EFX-treated mice did not show any preference for the
clonidine compartment associated with analgesia. We also show that EFX-treatment
did not altered the memory acquisition performance of mice which were able to
develop a preference for the recreational effect of morphine. Compared to vehicle-
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treated mice which exhibited anxious and depressive-like behaviors 4-6 weeks after
the initiation of neuropathic pain, EFX restored normal anxiodepressive behaviors
levels as seen for non-painful mice. This observation fits well with the normalization
of serotonin levels after EFX treatment. EFX-induced increases in noradrenaline may

also contribute to limit the reactive anxiodepressive signs in neuropathic mice.
Conclusions

Our results showed that a 5-day treatment with EFX not only suppressed pain
symptoms and spontaneous pain behaviors, but also prevented theanxiodepressive
consequences of this neuropathic pain state. This effect is likely to involve the
monoamine descending controls since serotonin and noradrenaline levels are re-

established at control levels in the brainstem.
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Introduction

There is a significant co-morbidity between neuropathic pain and various
neuropsychiatric disorders, including anxiety and depression (Bair et al. 2003;
Dersh). The high prevalence of these disorders and associated clinical burden among
patients with chronic pain is well recognized, although the evidence for common
pathophysiological mechanisms is only now beginning to emerge (R] 2005; Ulrich-Lai
et al. 2006). In addition, chronic pain patients have an increased incidence of
depression and anxiety, stress-related disorders that are frequently accompanied by
disturbances in the limbic system (e.g. hippocampus and amygdala) and the HPA axis.
A recent study found symptoms of depression and anxiety in the majority of patients
suffering from lesions of a peripheral nerve or nerve root,(Meyer-Rosberg et al.
2001) with one study finding a prevalence rate for depression approaching 100%
among chronic pain patients . In turn, there is evidence for the deleterious impact of
affective illness on both the diagnosis and prognosis of neuropathic pain (Gustorff et

al. 2008).

Rodent models have proved valuable in identifying pathophysiological mechanisms
and therapeutic targets for emotional (Cryan and Holmes 2005) and pain disorders
(Gustorff et al. 2008; Hasnie et al. 2007; Takahiro Suzuki et al. 2007) However,
relatively few studies have investigated the potential effects of neuropathic pain on
measures of fear-avoidanceand depression-related behaviors in rodents. Gongalves
and colleagues (Gongalves et al. 2008) found that Spared nerve injury induced
neuropathic pain and after two months of neuropathic pain, SNI animals exhibited
signs of sustained persistent pain associated with a significant depressive-like
behavior. At the CNS level, a structural reorganization of the amygdaloid complex was
observed that was associated with a significant increase in the volume of the
basolateral (BLA) and central (CeA) AMY nuclei. Recently, a mice modelof
neuropathic pain, using a calibrated chronic constriction of the sciatic nerve by means
of a polyethylene cuff, showed that that neuropathic pain induced anxiety and
depression-related behaviors in a time-dependent manner (Yalcin et al. 2011).
Indeed, neuropathic mice developed anxiety-related behaviors 4 weeks after the
surgery, whereas depression-related behaviors were only observed after 6 weeks

following the induction of neuropathic pain (Yalcin et al. 2011).
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Mood disorders might be the result of an abnormal processing of pain
informations through the pain matrices and particularly by limbic structures in
charge of coding the affective and emotional component of pain. With regards to the
known modulators of emotions in normal and pathological states(Berton and Nestler
2006), the function of monoamines in these circuits might be strongly altered. This
idea is supported by the relative efficacy of antidepressant to treat neuropathic pain
states, either by inhibiting monoamine reuptake (e.g. selective serotonin reuptake
inhibitors, SSRIs) or by inhibiting their catabolism (e.g. monoamine oxidase
inhibitors). The efficacy of monoaminergic controls is also placed under a fine control
by local GABAergic inhibitory interneurons, whose function was demonstrated to be
altered in several preclinical models of neuropathic pain conditions as well .This is
the reason why re-establishing GABAergic inhibition in the nociceptive system could,
in principle, be an interesting therapeutical strategy. Moreover, this action is expected
to reduce pain as well as to control associated emotional disorders(Munro, Hansen,
and Mirza 2013).In line, we recently proposed to use compounds which promote the
local production of analgesic neurosteroids acting at GABAA receptors (Poisbeau et

al. 2014), thus possibly giving rise to long-lasting effects.

Etifoxine (EFX), a non benzodiazepine anxiolytic, has several advantages with
respect to the above strategy. Etifoxine not only binds to a specific site on the 8
subunit of GABAA receptors to potentiate its function(A. Hamon et al. 2003b). It can
also stimulates the local synthesis of neurosteroids by stimulating cholesterol
transport into the mitochondria to further amplify GABAergic inhibition ((A. Hamon
et al. 2003b; R??my Schlichter et al. 2000; M. Verleye et al. 2001). Etifoxine has been
shown to alleviate pain symptoms in several experimental models of pain and this
includes chemotherapy-induced generalized neuropathy, mononeuropathy and
inflammation in rats (M Aouad et al. 2014; Maya Aouad et al. 2009, 2014). Little is
known, however, on its efficacy as pain Kkiller in mice and its interest to reduce the

emotional alteration resulting from nerve lesions.

Thus, the aim of the present study was to evaluate the anxiolytic and
antidepressant-like effects of etifoxine in a murine model of neuropathic pain. We

used the sciatic nerve compression model of neuropathy in mice (Benbouzid et al.
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2008)to assess time-dependent changes in mechanical nociception and emotional

disorders. In parallel, monoamine levels in the brain stem were measured.

Materials & Methods

Animals and ethical issues

All the experiments were performed on male C57BL/6] mice aged from 8 to 12
weeks at the time of surgery. The mice were group-housed four or five per cage and

maintained under a 12h light dark cycle (light on at 6:00 am) with water ad libitum.

Neuropathic pain model

We used a murine model of neuropathic pain induced by a chronic
compression of the right sciatic nerve by mean of a calibrated polyethylene cuff. This
model, initially developed in the rat (Mosconi and Kruger 1996) has been adapted to
mice and fully characterized for the time course of pain and anxiodepressive

symptoms (Benbouzid et al. 2008; Yalcin et al. 2011).

All surgeries were done under aseptic conditions and ketamine/xylazine
anesthesia (ketamine: 17 mg/mlL, i.p., xylazine: 2.5 mg/mL, i.p., 4 mL/kg; Centravet,
Taden, France). The common branch of the right sciatic nerve was exposed and a 2
mm long splitted section of polyethylene tubing (ID = 0.38 mm, ED = 1.09 mm; PE-
20, Harvard Apparatus, Les Ulis, France) was placed around it (Cuff group). The
shaved skin layer was closed using suture. Sham-operated mice underwent the same

surgical procedure as described above but without implantation of the cuff (sham

group).

Von Frey measure of mechanical nociception

The mechanical threshold for hindpaw withdrawal was determined using von
Frey hairs (Chaplan et al. 1994). Mice were placed in clear Plexiglas® boxes (7 cm X
9 cm X 7 cm) on an elevated mesh screen. Calibrated von Frey filaments (Bioseb,
Chaville, France) were applied to the plantar surface of each hindpaw in a series of
ascending forces (ranging between 0.4 g and 15 g). Each filament was tested 5 times
per paw, and the mechanical threshold was defined as 3 or more withdrawals

observed out of the five trials.

141



Conditioned place preference

Multi-trial morphine conditioning: A place-conditioning procedure was performed as
described in earlier studies (Han et al, 2010). Preconditioning to an automated 3
chamber CPP box was performed across 3 days. All animals were exposed to the
environment with full access to all chambers across 30 min each day. On day 3,
behavior was recorded for 15 min and analyzed to verify absence of preconditioning
chamber preference. Animals spending more than an 80% (time spent > 720 sec) or
less than 20% (time spent < 120) of the total time in a chamber were eliminated
from further testing (approximately 10% of total animals). Following the pre-
conditioning phase, mice underwent conditioning across 3 days with alternating
treatment-chamber pairings, animals were conditioned to the saline-paired side for
30 min in the morning and to 5 mg/kg of s.c. morphine-paired side for 30 min in the
afternoon. After three conditioning sessions, animals were tested for 20 min, and
preference was determined as time spent in the drug-paired compartment after
conditioning minus time spends in the drug-paired compartment at baseline. Animals
showing strong bias (over 250 s difference in the time spent between the two sides)

for one side at baseline were excluded from the study.

Single trial clonidine conditioning: All experiments were conducted following the
previously published procedure for rats (King et al. 2009). The apparatus (Imetronic,
Pessac, France) consists of 3 Plexiglas chambers separated by manually operated
doors. Two chambers (size 15 cm x 24 cm x 33 cm) distinguished by the texture of
the floor and by the wall patterns are connected by a central chamber (size 15 cm x
11 cm x 33 cm). Three to four weeks after the Cuff/Sham surgery, mice went through
a 3-day preconditioning period with full access to all chambers for 30 minutes each
day. Time spent in each chamber was analyzed to control for the lack of spontaneous
preference for one of the compartments. Animals spending more than 75% or less
than 25% of the total time in one of the lateral chambers were removed from the
study. On the conditioning day (day 4), mice first received intrathecal saline (10 pl)
and were placed in a conditioning chamber. Four hours later, mice received
intrathecal clonidine (10 pg /10 pl) and were placed in the opposite chamber.
Clonidine is a a2-adrenoceptor agonist classically inducing analgesia after intrathecal

administration. Conditioning sessions lasted 15 minutes each, without access to the
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other chambers. On the test day (day 5, 20 hours after the last afternoon session),
mice were placed in the center chamber with free access to all chambers and the time
spent in each chamber was recorded for 30 minutes. With this procedure, CPP is the
consequence from combined spontaneous pain-induced aversion to the unpaired side

and spontaneous pain relief-induced reward in the clonidine paired side.

Anxiety and depression-related tests

Novelty Suppressed Feeding Test (NSF): The testing apparatus consisted of a
40x40x30 cm plastic box with the floor covered with 2 cm of sawdust. Twenty-four
hours before the test, food was removed from the home cage. At the time of testing, a
single pellet of food was placed on a paper in the center of the box. An animal was
then placed in a corner of the box and latency to first contact or to eat the pellet were
recorded within a 5-min period. This test induces a conflict between the drive to eat
the pellet and the fear of venturing in the center of the box (Luca Santarelli et al.

2003).

Marble Burying Test: This test was done in Plexiglas® cages (27x16x14 cm)
containing 3 cm of fine sawdust. Twenty-five glass marbles (1 cm diameter) were
evenly spaced on top of the sawdust. Mice were placed individually into the cages and
left undisturbed for 30 minutes, following which they were removed, and an observer
blind to the condition of the animals counted the buried marbles. Marbles were
considered buried if two thirds or more of their surface was covered by sawdust. The
number of buried marbles is considered a measure of animal anxiety (Benbouzid et

al. 2008; Jacobson et al. 2007; Nicolas, Kolb, and Prinssen 2006).

Splash Test: This test, based on grooming behavior, was performed as previously
described (Luca Santarelli et al. 2003; Yalcin et al. 2008). The frequency and latency
of the grooming behavior were scored during 5 min after spraying a 10% sucrose

solution on the dorsal coat of the mice.

Force