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Le chercheur et la puce

« Un chercheur travaille sur I’effet de I’amputation des pattes chez les puces. Pour cela, il
arrache une premiere patte a une puce, et lui demande de sauter. Elle saute. Il arrache ensuite une
seconde patte puis repose la question. La puce saute. Il continue d’arracher les pattes les unes apres
les autres jusqu'a la derniére patte. Il demande une ultime fois a la puce de sauter, mais celle-ci ne
s’exécute pas. Le chercheur, fier de sa découverte, conclut que lorsque 1’0n arrache toutes les pattes a

une puce, celle-ci devient sourde ! »
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La chimiothérapie néo-adjuvante du cancer du sein (CNA) est fréquemment utilisée
avant le traitement loco-régional (chirurgie et/ou radiothérapie). En induisant une nette
régression de la tumeur primaire, la CNA rend les cancers avancés opérables, et permet en
plus une chirurgie conservatrice a tous les stades du cancer (Lombardi et al. 2010). En dehors
de son action bénéfique sur la réduction du volume tumorale, la CNA a malheureusement des
effets secondaires déléteres dont les plus handicapants sont des atteintes neurologiques
fréquentes (Fabi et al. 2004, Walker et al. 2011, Eckhoff et al. 2015). Ces atteintes du systeme
nerveux périphérique (SNP ; douleur neuropathique chimio-induite ou troubles
sensorimoteurs) et/ou central (SNC ; déficits attentionnels, cognitifs et/ou mnésiques) peuvent
persister plusieurs années aprés 1’arrét du traitement antitumoral (Seigers et al. 2013, Eckhoff
et al. 2015). L’apparition de ces atteintes, non seulement diminue considérablement la qualité
de vie des patientes, mais peut contraindre au changement voire a ’arrét du traitement
antitumoral optimal. Les atteintes du SNP ou neuropathies périphériques (NP) induites par la
CNA varient selon 1’agent anticancéreux et peuvent concerner jusqu’a 80% des patients. Plus
spéecifiquement pour le docétaxel utilisé dans la CNA, la fréquence des NP est de 65% sous la
forme aigue et de 35% sous la forme chronique (Reyes-Gibby et al. 2009, Boyette-Davis et al.
2015, Makker et al. 2017). En plus des atteintes du SNP, 20 a 75% des patientes traitées par
chimiothérapie rapportent des plaintes cognitives (difficultés a se souvenir, a penser ou a se
concentrer) regroupées sous le terme de « chemobrain ». Ces déficits du SNC, impliquent la
mémoire épisodique, la mémoire de travail, ’attention et les fonctions exécutives (F. 2011,
Monje and Dietrich 2012). Les plaintes cognitives, rapportées subjectivement par les patientes
et objectivées par des tests neuropsychologiques, sont accompagnées de changements
structuraux et fonctionnels visualisés par des approches de neuro-imagerie. Ces modifications

suggerent particulierement une pathologie de la substance blanche (SB) qui semble étre
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vulnérable aux effets de la chimiothérapie (Schagen and Wefel 2013). Par ailleurs, le spectre
des déficits neurocognitifs et les analyses fonctionnelles par neuro-imagerie suggerent que la
CNA provoque une toxicité de I’hippocampe qui joue un rdle clef dans 1’apprentissage et la

mémoire spatiale (Dietrich et al. 2015, Orchard et al. 2017).

La prise en charge médicale des troubles neurologiques chimio-induits pose de sérieux
problémes compte tenu de I’inefficacit¢é des médicaments neuroprotecteurs actuellement
disponibles (Massey et al. 2014, Brewer et al. 2016). Divers mécanismes sont évoques pour
expliquer les effets neuropathiques périphériques des anticancéreux ou antinéoplasiques. Par
exemple, les anticancéreux sont capables de provoquer une baisse de la synthese de certaines
protéines du cytosquelette dans les axones des afférences primaires et d'induire une
cytotoxicité des cellules de Schwann. Des preuves émergentes indiquent également que les
agents cytotoxiques entrainent une neuro-inflammation périphérique impliquée dans la
pathogenese de la NP (Wang et al. 2012, Velasco and Bruna 2015). Ainsi, bien que les
mécanismes engendrant les NP ne soient pas encore complétement connus, il apparait
néanmoins concevable d'envisager des effets déléteres directs des anticancéreux sur le SNP du
fait de I’absence d’une barriére protectrice comme la barriére hémato-encéphalique (BHE) qui
protéege le SNC. En revanche, les altérations neurologiques centrales associées a la
chimiothérapie sont plus difficiles a expliquer par une action directe parce que les composés
utilisés dans la CNA sont supposes étre incapables de franchir la BHE (Fellner et al. 2002,

Pardridge 2007, Venishetty et al. 2013).

Un des thémes forts de recherche de 1’Unité UMR S INSERM U1119/Unistra est
I’évaluation du potentiel de nouvelles substances thérapeutiques (amélioration des effets de
molécules déja connues et/ou caractérisation de nouveaux neuroprotecteurs) dans le but de
développer des stratégies efficaces contre les NP chimio-induites (Meyer et al. 2010, Meyer et

al. 2011, Meyer et al. 2013, Patte-Mensah et al. 2014, Taleb et al. 2017). Cette thése s’intégre
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dans le cadre de cette recherche multidisciplinaire et translationnelle activement menée dans
'UMR_S INSERM 1119 par des chercheurs et des médecins neurologues. Par ailleurs, il
convient de souligner le fait que divers modéles expérimentaux de NP douloureuses chimio-
induites ont été décrits dans la littérature (Roglio et al. 2009, Cervellini et al. 2010, Meyer,
Patte-Mensah et al. 2010, Meyer, Patte-Mensah et al. 2011, Meyer, Patte-Mensah et al. 2013,
Hoke and Ray 2014, Patte-Mensah, Meyer et al. 2014, Di Cesare Mannelli et al. 2017, Taleb,
Bouzobra et al. 2017) mais, a notre connaissance, il n’existe a ce jour aucun modéle animal
disponible reproduisant les symptoémes évoqués par la CNA « Taxotére séquentiel » qui est
actuellement le standard international fréquemment utilisé dans le traitement du cancer du
sein (Kaufmann et al. 2003, Smith et al. 2013). La CNA « Taxotere séquentiel » consiste en
un traitement séquentiel avec une anthracycline - 1’épirubicine (EPI) — qui est suivi de
I’administration d’un taxane - le docétaxel (DO) (Kaufmann, von Minckwitz et al. 2003,

Smith, Pang et al. 2013).

L’analyse des éléments contextuels et bibliographiques rappelés ci-dessus nous a

permis de définir deux principaux objectifs dans le cadre de cette thése :

(1) générer et caractériser avec une approche multidisciplinaire un modéle animal
reproduisant de facon pertinente les symptémes périphériques et centraux induits par la CNA
«Taxotere séquentiel» combinant les traitements EPI et DO (CNA-[EPI-DO])

(i1) utiliser le modele animal généré pour évaluer le potentiel et/ou Iefficacité de
nouvelles stratégies thérapeutiques contre les symptdmes évoqués par la CNA-[EPI-DO].

Pour générer le modele animal, le traitement séquentiel CNA-[EPI-DO] utilisé en clinique
humaine a été adapté en dose par kg/poids corporel et administré selon le méme protocole a
des rats femelles adultes. Les symptdmes neurologiques périphériques et centraux et les

mécanismes qui sous-tendent 1’induction des effets de la CNA-[EPI-DO] ont été étudiés grace
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a une approche multidisciplinaire associant des analyses comportementales,

électrophysiologiques, biochimiques/moléculaires et histo-pathologiques.

Nous avons réalis¢ 1’étude des symptomes périphériques, en particulier 1’analyse des
parametres de la douleur neuropathique chimio-induite, en utilisant les tests des filaments de
von Frey et de la goutte d’acétone qui permettent d’évaluer respectivement les seuils de
sensibilité mécanique (von Frey) et thermique au froid (acétone). Nos résultats montrent que
la CNA-[EPI-DO] provoqgue une allodynie-hyperalgie mécanique et une allodynie thermique
au froid qui débutent 14 jours aprés I’'initiation de la CNA, atteignent un plateau a 21 jours et
se maintiennent jusqu’a 28 jours aprés le début du traitement chimiothérapique. Nos études
électrophysiologiques ont révélé une altération du potentiel d'action nerveux du nerf sciatique
chez les rates traitées par la CNA-[EPI-DO]. En effet, la vitesse de conduction et I’amplitude
du potentiel d’action nerveux des animaux recevant la [CNA-EPI-DQO] sont respectivement
réduites de 20 et 50% comme cela est aussi observé chez les patientes traitées par la CNA qui
développent ensuite une axonopathie (Chaudhry et al. 1994, Dougherty et al. 2004). Nos
données électrophysiologiques ont été confirmées par des analyses immunohistologiques et
Western Blot qui montrent une diminution de 60% de I’expression du neurofilament 200 kD,
marqueur spécifique du cytosquelette neuronal dans les nerfs sciatiques et les ganglions
rachidiens. Par ailleurs, un marquage histochimique par le DAPI (marqueur des noyaux
cellulaires) montre une augmentation de 40 % de la densité des noyaux dans les nerfs
sciatiques des animaux traités par la CNA-[EPI-DO], suggérant une infiltration de ces nerfs
par les cellules immunitaires. Nous avons confirmé cette hypothése en utilisant un anticorps
dirigé contre le CD11b/c, un marqueur des macrophages. Nos résultats montrent une densité
de cellules CD11b/c-positives 5 fois plus élevée dans les nerfs sciatiques des rates traitées a
CNA-[EPI-DO] par rapport aux contrdles. Des dosages par cytométrie en flux ne révélent pas

d’augmentation de la concentration sérique de cytokines pro-inflammatoires circulantes
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(interféron et facteur de nécrose tumoral alpha ou TNF-a) chez les rates traitées par la CNA-
[EPI-DO]. Ces résultats suggérent que 1’infiltration du nerf sciatique par les macrophages ne
serait pas induite par une cytokine pro-inflammatoire circulante. Cette infiltration nerveuse
pourrait alors résulter de 1’activité des cellules de Schwann (CS) qui peuvent enclencher,
aprés un traumatisme nerveux, un processus de dédifférenciation et secréter des mediateurs
(TNF-0, Interleukine-6 et -1) capables de recruter des macrophages, d’augmenter
I’excitabilité neuronale et de contribuer a I’hypersensibilité douloureuse (Jessen and Mirsky
2016, Lees et al. 2017). Au cours de cette reprogrammation cellulaire adaptative, les CS sur-
expriment des marqueurs spécifiques tels que la protéine acide fibrillaire gliale ou Glial
fibrillary acidic protein (GFAP). Nous avons donc évalué I’expression du GFAP dans les
nerfs sciatiques et constaté une surexpression de 60% de ce marqueur chez les rates traitées
par la CNA-[EPI-DO] comparées aux témoins, ce qui confirme le rdle facilitateur des CS
dans le processus d’infiltration des nerfs sciatiques par les macrophages.

Pour ce qui concerne 1’évaluation des effets centraux de la CNA-[EPI-DO], compte tenu
des symptdmes cognitifs observés chez les patientes traitées par la CNA [EPI-DO] qui
suggerent une altération des fonctions de 1’hippocampe, nous avons choisi d’étudier dans
notre modele animal une performance mnésique dépendante de 1’intégrité de I"hippocampe
(Tuscher et al. 2016). Nous avons alors utilisé le test de reconnaissance spatiale pour
comparer la mémoire spatiale des rates témoins et traitées par la CNA-[EPI-DO] car ce test
permet de détecter chez les rongeurs un déclin cognitif précoce et/ou subtile (van Hagen et al.
2015, Ces et al. 2018). Nos résultats montrent que la CNA-[EPI-DO] provoque chez 1’animal
des troubles de I’apprentissage et des capacités mnésiques similaires aux déficits cognitifs
décrits chez les patientes ou dans d’autres modéeles de chemobrain (de Ruiter et al. 2011, Jim

et al. 2012, Seigers, Schagen et al. 2013).
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Pour aborder 1’étude des mécanismes impliqués dans la toxicité centrale évoquée par
la CNA-[EPI-DQ], une premiére question a été de savoir si ce traitement altere la perméabilité
de la BHE. Compte tenu de I’action toxique classiquement exercée par les taxanes sur le
cytosquelette, nous avons d’abord étudié la possibilité d’une traversée paracellulaire de la
BHE. L’utilisation d’un traceur de haut poids moléculaire, le bleu evans, a révélé une
augmentation significative de 25% du passage para-cellulaire de la BHE aprés 28 jours de
traitement CNA. De fagon intéressante, cette perméabilité accrue de la BHE est accompagnée
d’une diminution de 25% de I’expression de GFAP, marqueur des cellules astrocytaires qui
sont des éléments constitutifs de la BHE (Ballabh et al. 2004). Ainsi, la fragilisation de la
BHE évoquée par la CNA-[EPI-DO] pourrait faciliter le passage des molécules
anticancéreuses dans le SNC ou elles induiraient une action toxique directe sur les
populations cellulaires en division. Ceci pourrait alors rendre compte, au moins en partie, des
altérations centrales associées a la CNA. L’hippocampe est une structure clé dans le
fonctionnement de la mémoire spatiale, notamment en raison de la neurogenese locale qui
permet un renouvellement cellulaire via la prolifération des précurseurs neuronaux (Lemaire
et al. 2012). Nous avons donc mesuré la prolifération cellulaire dans I’hippocampe et constaté
que la CNA-[EPI-DO] induit une diminution de 50% du nombre de cellules exprimant le
marqueur Ki-67 des cellules prolifératives. Ces résultats suggerent que la CNA provoque une
toxicité des cellules souches impliquées dans la neurogenese hippocampique adulte qui
pourrait sous-tendre les troubles cognitifs observés. Par ailleurs, compte tenu des anomalies
de la substance blanche suspectées par les études de neuro-imagerie menées chez les patientes
souffrant de troubles centraux chimio-induits, nous nous sommes également intéressés aux
précurseurs des oligodendrocytes (PO) qui produisent la myéline dans le SNC (Hou et al.
2018). Des études de double-marquage immunohistochimique du Neural/glial antigen 2 ou

NG2 (marqueur des PO) et de Ki-67 (marqueur de prolifération cellulaire) montrent que la
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CNA-[EPI-DO] provoque une diminution de 35% ou 80% du nombre de cellules double-
marquées NG2-Ki67 positives respectivement dans le corps calleux (CC) ou I’hippocampe.
Ces données sont en faveur d’un effet toxique de la CNA-[EPI-DO] sur les PO et la

myélinisation dans le SNC.

L’ensemble de nos résultats, qui permet de mettre en évidence plusieurs similitudes
entre les symptdmes périphériques et centraux observés chez les patientes et les rates traitées
par la CNA-[EPI-DO], montre que notre modéle animal est pertinent pour tester de nouvelles
stratégies thérapeutiques contre les altérations neurophysiologiques induites par la CNA. En
effet, la clinique est en attente de thérapies efficaces car les médicaments actuellement
disponibles sont peu ou pas efficaces contre les NP induites par la CNA. A I’heure actuelle,
pour traiter les NP, les soignants prescrivent des antidépresseurs tricycliques (amitriptyline),
des anti-convulsants (pregabaline, gabapentine), des inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine et de la noradrénaline (duloxétine ou DU), voire des opioides forts (tramadol).
Malheureusement, ces médications présentent une efficacité modeste voire absente, en plus
d’étre mal tolérés et d’étre sujets a de nombreuses contre-indications (Al-Atiyyat and Obaid
2017, Truini 2017). La prise en charge des troubles cognitifs est également problématique ;
les traitements médicamenteux (méthylphenidate, modafinil, donepezil) et les thérapies
cognitivo-comportementales montrent, sans réelle preuve d’efficacité, un bénéfice mitigé

(Kohli et al. 2009, McNeil 2012).

La DU est une molécule qui, en dehors de son domaine d'application initial comme
antidépresseur, a recu une autorisation de mise sur le marche pour le traitement des
neuropathies diabétiques. Son utilisation s'est étendue aux NP chimio-induites ou son
efficacité s’est avérée Etre partielle voire absente pour certains patients. En clinique,
I’augmentation des doses de DU n’améliore pas son efficacité contre les NP, alors que les

effets secondaires liés a sa toxicité sont exacerbés (Smith, Pang et al. 2013, Lunn et al. 2014).
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Nous avons alors cherché a améliorer 1’efficacité de la DU en I’utilisant a faible dose (pour
limiter les effets secondaires) mais en le combinant avec I’alloprégnanolone (AP), un
neurostéroide naturel, qui s’est révélé¢ trés efficace a faible dose pour contrecarrer les
symptdmes neurologiques évoqués par les NP dans divers modeles expérimentaux (Patte-
Mensah et al. 2006, Meyer, Patte-Mensah et al. 2010, Meyer, Patte-Mensah et al. 2011,
Meyer, Patte-Mensah et al. 2013, Patte-Mensah, Meyer et al. 2014, Taleb, Bouzobra et al.
2017). De fagon similaire a ce que 1’on observe en clinique, la DU (2mg/kg/2jours) utilisée
seule exerce un effet partiel et trés modeste contre les symptomes périphériques induits par la
CNA-[EPI-DO] dans notre mod¢le. L’AP (4mg/kg/2jours) seule s’est montrée plus efficace
que la DU, mais son effet bénéfique protecteur reste également partiel. De fagon intéressante,
la combinaison DUAP permet de prévenir complétement 1’apparition de tous les symptomes
périphériques ainsi que les altérations biochimiques/moléculaires et histopathologiques

induits par la CNA-[EPI-DO].

Différents travaux montrent que la DU exerce des effets positifs sur la cognition,
notamment chez des patients atteints de trouble dépressif majeur (Herrera-Guzman et al.
2010, Greer et al. 2014). Cependant, la DU n’a pas été évaluée en préclinique ou en clinique
dans le contexte du chemobrain. Nous avons alors testé le potentiel neuroprotecteur de la DU
contre les altérations centrales induites par la CNA-[EPI-DO]. Nos études doses-réponses
montrent des effets déléteres de la DU a forte dose (8mg/kg) qui deviennent morbides par
toxicité additive a celle de la CNA. Les tests cognitifs ont montré que, pour une tache de
reconnaissance spatiale difficile, la DU a 1mg/kg ne permet pas de prévenir le déclin des
performances mnésiques induites par la CNA-[EPI-DQ], alors que la DU a 2mg/kg le permet
de facon partielle. Par contre, la DU a 4mg/kg prévient complétement la diminution des
performances mnésiques induite par la CNA-[EPI-DO]. De fagon intéressante, au cours d’une

tache jugée plus facile, seule la DU a Img/kg n’est pas suffisante pour prévenir les déficits
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cognitifs induits par la CNA-[EPI-DO], alors qu’a 2 et 4mg/kg les performances mnésiques
restent identiques a celles observées chez les rates contréles. Bien que la DU permette de
prévenir la toxicit¢ CNA-[EPI-DO]-induite des astrocytes, et ceci quelle que soit la dose
utilisée, I’inefficacité¢ de la DU a Img/kg dans I’amélioration des performances cognitives
pourrait en partic s’expliquer par son incapacité a contrecarrer la toxicité des cellules
prolifératives Ki-67 positives dans 1’hippocampe: on observe une diminution de 50% du
nombre de ces cellules malgré le traitement DU (1mg/kg), alors qu’une dose de 2 ou 4 mg/kg
permet une prévention compléete. Nos travaux révelent également que la DU a 2 et 4 mg/kg
contrecarre efficacement la diminution du nombre de PO prolifératifs dans le CC et
I’hippocampe. Curieusement, alors qu’a 1mg/kg la DU prévient efficacement cette toxicité
dans le CC, cette dose n’est pas suffisante pour une prévention totale dans 1’hippocampe ou
on observe une diminution de 60% du nombre de PO.

En conclusion, notre travail a permis de caractériser un modéle animal pertinent de
troubles neurologiques périphériques et centraux évoqués par la CNA-[EPI-DO] fréquemment
utilisée dans le traitement du cancer du sein. Ce mod¢le a été utilisé¢ pour révéler 1’efficacité
d’un traitement concomitant DUAP contre les symptomes périphériques. Nos travaux
montrent également que la DU exerce une action efficace contre les déficits cognitifs évoqués
par la CNA-[EPI-DO] chez I’animal mais les doses efficaces, bien que modérées, restent
encore susceptibles de provoquer une toxicité a long terme.

L’ensemble de ces données expérimentales ouvrent des perspectives prometteuses a
explorer pour le développement de stratégies efficaces contre les altérations
neurophysiologiques périphériques et centrales évoquées par la CNA. En particulier, nous
envisageons dans nos perspectives de poursuivre sur les aspects suivants : (i) 1’élucidation
plus approfondie des mécanismes impliqués dans 1’induction des effets de la CNA ; (ii)

I’évaluation des effets du BR297 (seul ou combiné avec la DU) qui est un nouvel analogue de
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I’AP breveté par notre Laboratoire. Le BR297 est un neuroprotecteur efficace qui n’exerce
pas d’action prolifératrice quel que soit le type cellulaire, contrairement a I’AP qui, certes ne
stimule pas la prolifération des cellules adénocarcinomes Walker 256 provenant de cancer
mammaire de rat, mais reste susceptible d’activer la prolifération d’autres types cellulaires
(Meyer, Patte-Mensah et al. 2010, Karout et al. 2016, Taleb et al. 2018). Ces travaux
permettront de sécuriser encore davantage les pistes thérapeutiques explorées dans notre
modéle animal pour ensuite envisager sereinement la translation de nos données
positives/prometteuses en clinique humaine grace a 1’accompagnement des neurologues du
centre d’investigation clinique de Strasbourg qui sont également membres de notre Unité de

Recherche.

18



ABSTRACT -

ABSTRACT

Neoadjuvant chemotherapy (NAC) represents a major progress in breast cancer therapy.
By shrinking significantly, the tumor volume, NAC allows conservative surgery at all stages
of breast cancer. Unfortunately, NAC also induces neurological dysfunctions that jeopardize
the chances of success of anti-tumor treatments. Therapeutic management of these
neurological disorders remains a major concern because neuroprotective drugs currently
available are not effective. Furthermore, investigations to characterize novel effective
therapeutics are hampered by the lack of reliable experimental models mimicking the
neurological symptoms evoked by the sequential epirubicin (EPI)/docetaxel (DO)-NAC or

[EP1-DO]-NAC frequently used in humans.

The present thesis work allowed the first characterization of a relevant animal model of
[EP1-DO]-NAC-induced peripheral and central neurological disorders. This preclinical model
has successfully been used to demonstrate the efficacy of duloxetine and allopregnanolone
concomitant treatment against [EPI-DO]-NAC-evoked painful peripheral neuropathy. Our
results also reveal a beneficial action of duloxetine against [EP1-DO]-NAC-induced cognitive
deficits. The thesis opens promising perspectives to be explored for the development of

effective therapies against [EPI-DO]-NAC-induced neurological alterations.
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INTRODUCTION Partie I/ Les neuropathies

I/ Les Neuropathies

I.1. Sémiologie génerale des neuropathies

Le terme «neuropathie » est généralement utilisé en médecine pour désigner
une lésion ou un dysfonctionnement du systeme nerveux périphérique (SNP). Cependant, les
atteintes peuvent également concerner des voies appartenant au systéme nerveux central
(SNC), provoquant notamment ce que 1’on appelle des douleurs centrales. Ces douleurs
spontanées ou provoquées sont causées soit par une atteinte des voies Iémniscales véhiculant
les messages de la moelle épiniére (ME) vers le tronc cérébral puis I’encéphale, soit par une
affection des voies supra-spinales exercant un contréle descendant sur la ME. Ainsi, le terme
neuropathie regroupe un ensemble d’atteintes neurologiques trés polymorphes dont les
symptémes dépendent en grande partie de la cause sous-jacente, de I’individu, des
composantes nerveuses affectées et du type de fibres nerveuses endommagées. Les
neuropathies, qui affectent 4% de la population générale et plus de 8% des sujets agés de plus
de 65 ans (Hughes 2002), constituent également I'une des 5 raisons majeures de la
consultation neurologique (Watson and Dyck 2015). Par ailleurs, les symptémes invalidants
provoqués par les neuropathies et la difficulté de prise en charge entrainent des conséquences
socio-économiques graves, et une souffrance importante pour les patients et leur entourage.

Les caractéristiques et les fonctions des fibres nerveuses généralement affectées dans
les neuropathies périphériques sont récapitulées ci-dessous dans les tableaux 1 et 2.

Tableau 1 : Caractéristiques des différents types de fibres nerveuses

Fibre musculaire I I Il v
Fibre sensorielle Ao AP Ad C
Gaine de myéline +++ ++ + -
Diametre (um) 13-20 6-12 1-6 <1
Vitesse de conduction (m/s) 80-120 35-75 5-40 0,5-2
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Tableau 2 : Différents systémes : type de fibres nerveuses impliquées et fonctions

Moteur Sensoriel Autonome
Aa Ao/ AP Ad C Ad C
. . . . -Perception .
-Proprioception -Perception thermique thermlio e -Rythme cardiaque
Controle -Toucher -Douleur rapide et bien q . -Pression sanguine
. o - L -Douleur tardive et . L
musculaire -Vibration localisée (mécanique, -Fonction digestive

thermique)

diffuse (mécanique,
thermique, chimique)

-Fonction uro-génitale

[Adapté de Vinik et al., 2006 (Vinik et al. 2006)]

Il existe donc autant de symptdmes que de causes aux neuropathies, dont la sémiologie inclut

des symptdmes sensitifs, moteurs et/ou neurovégétatifs.

v' Symptdmes sensitifs

Parmi les symptdmes sensitifs les plus fréquents, les patients rapportent des paresthésies
(sensations de fourmillements, d’engourdissements et/ou de picotements désagréables mais
non douloureux), des dysesthésies (sensations de brllure et/ou d’irritation, sensation de choc
¢lectrique/coup de poignard), et de ’hypoesthésie (diminution de la sensibilité du tact). On
note aussi l’apparition de douleurs constantes ou intermittentes, mal calmées par les
antalgiques usuels, avec une hypersensibilité nociceptive caractérisée par de 1’allodynie
(douleur déclenchée par un stimulus normalement non douloureux) et de I’hyperalgie (douleur
excessive suite a un stimulus normalement douloureux) mécanique et/ou thermique. Les
cliniciens notent également des cas de troubles de 1’équilibre, caractéristiques d’atteinte de

fibres proprioceptives.
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v Symptdmes moteurs

La faiblesse musculaire, en particulier des membres inférieurs, est le trouble moteur le
plus communément observé, entrainant chez le patient une difficulté a se mouvoir et/ou a
rester debout. Par ailleurs, selon I’étiologie de la pathologie, les patients peuvent présenter le
syndrome des pieds creux et des orteils en griffe, des crampes musculaires au repos, des

fasciculations, et plus rarement une amyotrophie distale des membres, voire des paralysies.

v' Symptdmes neurovégétatifs

De maniére plus atypique, la neuropathie peut se révéler par une manifestation
dysautonomique ou ’apparition de troubles trophiques lorsque la composante autonome est
endommagée. Ainsi, certains patients présentent des malaises orthostatiques ou post-
prandiaux en lien avec une hypotension artérielle, des troubles de la sudation, des troubles
mictionnels ou autres symptoémes gastro-intestinaux, ou des troubles de 1’érection (Dineen and

Freeman 2015).

I.2. Classification des neuropathies et étiologies
Il existe un tres grand nombre de neuropathies, dont le type est défini selon plusieurs
criteres tels que la localisation de I’atteinte, I’implication d’un ou plusieurs nerfs, mais

également selon les causes qui sont tres diverses.

v Systématisation des neuropathies
Les neuropathies sont catégorisées par la localisation des lésions nerveuses (Callaghan et
al. 2015), en distinguant les atteintes des troncs nerveux (neuropathies tronculaires) et des

racines nerveuses (neuropathies radiculaires), et en incluant la topographie des troubles

23



INTRODUCTION Partie I/ Les neuropathies

nerveux. On distingue donc les polyneuropathies, les mononeuropathies uniques ou multiples
(figure 1), ou encore les polyradiculoneuropathies.
e La mononeuropathie concerne une atteinte isolée d’un tronc nerveux.
e La mononeuropathie multiple (multinévrite) est une atteinte asymétrique de
plusieurs nerfs.
e La polyneuropathie (polynévrite) fait référence a une atteinte symétrique de plusieurs
troncs nerveux, souvent longueur-dépendante (atteinte en «gants» et en
« chaussettes »).
e Les neuronopathies sensitives ou motrices correspondent a une atteinte spécifique
des neurones (corps cellulaire) sensitifs ou moteurs purs.
e Enfin, les polyradiculoneuropathies (polyradiculonévrites) font référence a une

atteinte symétrique de plusieurs racines nerveuses.

Figure 1 : Systématisation des principales formes de neuropathies

Polyneuropathie Mononeuropathie Mononeuropathie
unigque multiple

Atteinte symétrigue de Atteinte isolée d’un Atteinte asymétrique de
plusieurs troncs nerveux tronc nerveux plusieurs troncs nerveux
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En plus de la systématisation topographique, la classification des neuropathies s’opére

selon plusieurs criteres, dont un exemple de classification est présenté dans le tableau 3 :

e Selon le caractére de la neuropathie : aigué (<4 semaines), subaigué (4 a 8 semaines)

ou chronique (>8 semaines) ;

e Selon la ou les composante(s) impliquée(s) : neuropathie motrice, sensitive et/ou

dysautonomique ;

e Selon

la spécificit¢ de Iatteinte :

Neuropathie axonale,

neuronopathie (atteinte spécifique neuronale) ;

e Selon la cause étiologique : acquise ou héréditaire.

démyélinisante ou

Tableau 3 : Exemple de classification des neuropathies selon le type, la localisation et I’étiologie

Type lésionnel

Distribution
topographique

Syndrome (exemple)

Cause possible

Démyélinisante

PRN aigue

Guillain-Barré

Inflammatoire ou
infectieuse

PRN chronique PIDC Inflammatoire
PN Charcot-Marie-Tooth Héréditaire
Idiopathique
Diabete
PN Alcool
Axonale Chimiothérapie
MN Diabéte
MNM Dlab_ete
Infectieuse
Neuronopathie Inflammatoire
o Gougerot-Sjogren .
sensitive Dysimmune
Neuronale (corps
cellulaire) Neuronopathie motrice SLA Mgle}d[e .
neurodeégénérative

PRN :
mononeuropathie

Polyradiculoneuropathie ;
multiple ;

PN :
PIDC :

Polyneuropathie ;
Polyradiculoneuropathie

chronique ; SLA : Sclérose Latérale Amyotrophique
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v Etiologies
Les neuropathies sont de formes tres diverses, mais sont également causées par de
multiples facteurs :

e Meétaboliques : diabéte, intolérance au glucose, insuffisance rénale, carence en
vitamines. ..

e Toxiques ou chimiques : alcool, chimiothérapie, médicaments, métaux lourds...

e Endocrinopathies : hypothyroidie

e Maladies systémiques inflammatoires : lupus érythémateux disséminé, syndrome de
Gougerot-Sjogren, sarcoidose...

e Cancer, lymphome

e Dysglobulinémies

e Infectieuses : bactérienne ou virale / diphtérie, zona, Iépre, VIH, Lyme, Hépatite C...

e Héréditaires : Charcot-Marie-Tooth (CMT), Neuropathie sensitive et autonomique
héréditaire (NSAH), Neuropathie amyloide familiale (ou Amylose a transthyrétine

ATTR) ...

1.3. Diagnostic et évaluation clinique

Le bon diagnostic et I’évaluation d’une neuropathie permettent d’orienter les choix
pour offrir une prise en charge optimale aux patients. Chez tout patient porteur d’une
affection, ou suivant un traitement connu comme susceptible d’entrainer une neuropathie,
méme si ce dernier ne se plaint d’aucun signe évocateur, le diagnostic préventif doit étre
systématique. En combinaison a I’utilisation de questionnaires, 1’évaluation quantitative des

signes neuropathiques est généralement réalisée avec un examen clinique, parfois combiné a
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des scores composites et/ou des tests neurophysiologiques, ainsi que d’autres méthodes

quantitatives (Postma and Heimans 2000, Saad et al. 2014).

1.3.1. Anamnese — Interrogatoire
Pour orienter le diagnostic, en premier lieu un interrogatoire portant sur 1’individu et sur
ses antécédents familiaux est effectué, constitué de 4 étapes consistant a répondre a 4

questions : Quoi ? Ou ? Quand ? Quel contexte ?

e Quoi ? Se réfere aux modalités atteintes (sensitives, motrices, autonomes) ;

e Ou ? Concerne la distribution des atteintes qui doit s’attacher a retrouver les signes
évocateurs d’une atteinte dans un territoire neuro-anatomique compatible avec une
atteinte du systéme nerveux ;

e Quand ? Correspond au moment de la survenue s’il peut étre définit ;

e Quel contexte ? Les informations recherchées comprennent les antécédents familiaux
et de I’individu, ainsi que les traitements actuels afin de savoir si la lésion peut étre
connue (traumatisme...) ou Si le patient est porteur d’une pathologie connue affectant
le systeme nerveux (diabéte, alcoolisme, infections...). Cette étape est essentielle au

diagnostic étiologique.

Plusieurs outils d’aide au diagnostic ont été développés et validés, notamment pour
rechercher une douleur neuropathique, ou pour évaluer et catégoriser I’intensité des
symptomes des patients. Par exemple, I’échelle de douleur neuropathique DN4 est un
questionnaire composé de 10 items a cocher sous forme de 4 questions, qui permet d’estimer
la probabilit¢ d’une douleur neuropathique chez le patient. D’autres outils tels que des

échelles, par exemple 1’échelle visuelle analogique (EVA) et I’échelle numérique d’évaluation
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de la douleur (ENED), schématisées sur la figure 2, permettent de quantifier la douleur et

I’inconfort du patient sur une échelle de 0 a 10 (Saad, Tafani et al. 2014).

Figure 2 : Evaluation de I’intensité de la douleur : Echelle visuelle analogique (A) et échelle
numérique (B)

A B

Face patient

0-10 Numeric Pain Rating Scale

11 1T ©T 1T 1T [ T 1T
Face

val 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 : : : Il : : : : : I I
evaluateur | ) ) | o ) )] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No Moderate Worst
Atroce  Pain pain possible
_ Horrible pain

énible

Inconfort

Absence douleur

Cette enquéte étiologique, permettant de trouver certains facteurs déterminants
nécessaires a la bonne orientation du diagnostic, est complétée par des examens cliniques

neurologiques.

1.3.2. Examen clinique
En adéquation avec la sémiologie rencontrée en cas de neuropathie, et selon I’issu de
I’interrogatoire du patient, 1’examen clinique neurologique est composé d’une étude

quantifiée des différents types de sensibilité et des capacités motrices et/ou autonomiques.

v' Evaluation de la sensibilité
En premier lieu I’examen clinique vise a évaluer les différents types de sensibilité afin de

déterminer les signes déficitaires, et d’identifier I’installation de signes cliniques positifs. Le
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tableau 4 ci-dessous présente quelques-uns des tests cliniques effectués ainsi que les signes et
symptomes qui sont évalués dans le cadre de I’examen clinique.

e Evaluation de la sensibilité a la température (au chaud et au froid), par 1’utilisation
d’objet chaud (40°C) ou froid (20°C) ;

e Evaluation de la sensibilité au toucher et a la pression par pression du doigt ;

e Evaluation de la sensibilité a la vibration par I’utilisation d’un diapason ;

e Recherche d’une instabilité par déficit proprioceptif (signe de Romberg), par un test de
la position debout, pieds joints, yeux ouverts puis fermés ;

e Evaluation de la sensibilité a la douleur, ou les signes recherchés sont une allodynie
et/ou une hyperalgie. Les tests utilisés sont récapitulés dans le tableau 5. De cette
facon les différentes formes d’allodynie (mécanique dynamique, mécanique statique,
thermique au chaud et au froid) et ’hyperalgie thermique sont recherchées par des
tests de frottement avec un pinceau, des tests de pression, ou par I’utilisation des
filaments de von Frey et des tests utilisant des objets chaud ou froid respectivement.

Pour exemple, le test sensoriel quantitatif (TSQ) est une batterie de tests qui reprend ces
éléments et mesure la perception des stimuli mécaniques, thermiques et douloureux. Le TSQ

est donc une aide a I’évaluation de 1’allodynie et de I’hyperalgie (Truini 2017).

Tableau 4 : Evaluation des troubles sensitifs

Signes déficitaires/sensations Examen clinique Instrume_zn_t pour la
guantification
Toucher Pression du doigt Filament de von Frey
Vibration Diapason Vibrameétre
Piqure Aiguille Filament de von Frey
Froid Obijet froid (20°C) Thermotest
Chaud Objet chaud (40°C) Thermotest
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Tableau 5 : Evaluation de I’allodynie et de ’hyperalgie

Douleur évoquée Examen clinique
Filaments de von Frey
Allodynie mécanique Pression du doigt
Frottement avec brosse ou pinceau
Allodynie thermique (chaud et froid) Obijet chaud/froid
Hyperalgie thermique (chaud et froid) Tube a essai eau chaude 45°C/glace

v" Evaluation de la motricité
La recherche d’un déficit moteur est associée a la recherche de troubles de la force

musculaire et des reflexes.

e Evaluation de la force musculaire, dont la gradation est effectuée au moyen de
I’échelle numérique développé par le Medical Research Council (MRC) avec une
cotationde0a5;

e FEvaluation des réflexes ostéo-tendineux.

Pour effectuer I’examen clinique, le clinicien peut également utiliser des scores
composites de mesures de la fonction nerveuse périphérique qui ont été développés et validés
dans le but d’étre fiables et plus sensibles que les échelles classiques (Argyriou et al. 2012).
Le Score Neuropathique Total (SNT) est composé de 7 items qui incluent I’aspect des
signes et symptomes, ainsi que 1’habilité des fibres nerveuses, avec un score compris entre 0
et 28, et permet 1’évaluation des aspects objectifs et subjectifs de la neuropathie (Smith et al.
2008). Cet outil évalue de fagon objective les fonctions sensorielles et motrices (notamment
dans les membres inférieurs et supérieurs), les changements dans les réflexes tendiniques
et/ou la force d’agrippement, combinés avec des reports subjectifs des patients et des

symptdmes autonomiques (Fehrenbacher 2015, Curcio 2016).
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1.3.3. Examens complémentaires : tests neurophysiologiques et autres méthodes
guantitatives

Pour compléter et préciser les données obtenues suite a I’examen clinique et aux
questionnaires, d’autres méthodes objectives et quantitatives sont utilisées pour confirmer le

diagnostic.

e La biopsie cutanée est un geste peu invasif qui permet, aprés un marquage simple, de
quantifier la densité des fibres nerveuses intra-épidermiques (FNIE). En effet, la réduction de
la densité des FNIE est associée a I’existence d’une neuropathie (Periquet et al. 1999,
Lacomis 2002, Fehrenbacher 2015). Les praticiens cherchent a mesurer de fagcon objective la
densité de FNIE, le plus souvent par immunohistochimie utilisant un anticorps dirige contre la
protéine PGP 9.5, qui est un marqueur non spécifique neuronal (Thompson et al. 1983,

Kroigard et al. 2014).

e Les tests neurophysiologiques permettent d’étudier et d’évaluer les propriétés
d’excitabilité, de conduction et de transmission du signal électrique.

Parmi ces tests, 1’électromyogramme (EMG) est un enregistrement qui permet d’étudier
I’activité électrique du muscle lorsqu’il est au repos, et lorsqu’il se contracte sous la
commande volontaire du patient. L’EMG est utile pour préciser certaines étiologies ainsi que
les sites 1ésionnels (neuropathie diffuse, atteintes radiculaires...) et permet 1’évaluation des
grosses fibres Aa et AP.

Les potentiels évoqués somesthésiques permettent également d’étudier et de vérifier
I’intégrité fonctionnelle des grosses fibres a partir de la stimulation des troncs nerveux. Ils
sont utiles en pratique soit pour discriminer une Iésion proximale (entre le ganglion rachidien

et la moelle) soit pour identifier une Iésion distale (plexus).

31



INTRODUCTION Partie I/ Les neuropathies

Le test de la conduction nerveuse (Nerve Conduction Study ou NCS) est une
exploration fonctionnelle ou plusieurs parametres sont étudies. La vitesse de conduction des
fibres sensorielles et/ou motrices renseigne sur 1’état de la myéline ; I’amplitude maximale du
potentiel d’action nerveux (PAN), qui est directement liée au nombre de fibres recrutées suite
a la stimulation électrique, rend compte de 1’intégrité des fibres sollicitées.

Les tests de seuil de perception du courant (Current Perception Threshold ou CPT)
évaluent la perception sensorielle. Cette technique permet de mesurer 1’intégrité fonctionnelle
du nerf sensoriel en déterminant la quantité de courant nécessaire pour stimuler une sensation
qui peut étre percue par le patient (Griffith et al. 2014). En utilisant la méthode standard de
CPT, les fibres AP, les fibres Ad et les fibres C sont évaluées sélectivement a des fréquences
de 2000, 250 et 5 Hz respectivement (Kurozawa et al. 2010).

Pour évaluer les fonctions autonomiques, le test de reflexe axonale sudomoteur
quantitatif (Quantitative Sudomotor Axon Reflex Testing ou QSART) est appliqué. Cet
enregistrement utile pour évaluer les troubles du systeme nerveux autonome
(Thaisetthawatkul et al. 2013) mesure 1’activité des nerfs impliqués dans le controle de la

transpiration (Riedel et al. 1999).
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11/ Neuropathie et atteintes centrales chimio-induites

La chimiothérapie reste un traitement de premiere ligne pour de nombreuses formes de
cancer, mais est malheureusement associée a des troubles neurologiques fréquents et
invalidants. Les neuropathies causees par les agents cytotoxiques utilisés dans les traitements
anticancéreux sont communément appelées neuropathies périphériques chimio-induites
(NPCI). En plus d’avoir un impact significatif sur la qualité de vie des patients, la NPCI est le
deuxiéme facteur limitant au succes de la chimiothérapie aprés la toxicité hématologique :
cette neurotoxicité induite par la chimiothérapie est 1’une des principales raisons qui obligent
le corps soignant a modifier ou a arréter de maniere précoce le traitement anticancéreux
optimal. Bien que le terme neuropathie évoque les atteintes du SNP, la chimiothérapie se
révele étre également toxique pour le SNC, malgré la présence de la barriere hémato-
encéphalique (BHE). En effet, diverses plaintes cognitives sont fréquemment rapportées par
les patients traités avec la chimiothérapie. Ces altérations cognitives sont regroupées dans la
littérature sous le terme de chemobrain ou encore chemofog, faisant référence a un état de
brouillard cognitif. Ces modifications cognitives suite a la chimiothérapie, qui sont insidieuses
au quotidien avec un impact négatif sur la qualité de vie des patients, s’ajoutent aux autres
effets secondaires des traitements, notamment les NPCI. La compréhension des conséquences

neurophysiologiques de la chimiothérapie est donc un enjeu majeur.

Le présent chapitre traite de maniere non exhaustive de la sémiologie et de la
physiopathologie des troubles neurologiques induits par la chimiothérapie, notamment des
NPCI et du syndrome du chemobrain. En accord avec la logique du projet de thése, le cas
particulier des troubles du systeme nerveux induit par la chimiothérapie néo-adjuvante (CNA)
du cancer du sein, ainsi que leurs enjeux spécifiques, seront évoqués dans un prochain

chapitre complémentaire.
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I1.1. Incidence et sémiologie des troubles neurologiques chimio-induits

I1.1.1 Chimiothérapie et systeme nerveux périphérique : les neuropathies chimio-
induites

11.1.1.1. Incidence

La NPCI constitue une complication invalidante fréquente. De fagon générale, la NPCI
a une forte prévalence des le début du traitement anti tumoral : selon le/les agent(s)
administré(s) et les doses, entre 30 et 90% des patients développent une NPCI sous sa forme
aiglie. Cette complication peut également se développer en une forme chronique et perdurer
plusieurs années apres 1’arrét de la chimiothérapie, que 1’on estime pour 35 a 40% des patients
(Reyes-Gibby, Morrow et al. 2009, Seretny et al. 2014, Boyette-Davis, Walters et al. 2015,
Makker, Duffy et al. 2017). Les praticiens rapportent également pour environ 10% des
patients ayant suivi une chimiothérapie, I’apparition d’une neuropathie dans les semaines qui
suivent I’arrét du traitement anti tumoral, appelée effet « coasting » dans la littérature anglo-
saxonne (Eckhoff, Feddersen et al. 2015). Chaque agent de chimiothérapie ayant son propre
mécanisme pour lutter contre les cellules cancéreuses, les études montrent des taux variables
de NPCI, avec une incidence et une sévérité qui dépendent également du schéma
d’administration et de la dose cumulative. Bien que la NPCI soit un effet secondaire délétere
commun a plusieurs agents cytotoxiques, les agents les plus souvent en cause sont les sels de
platine, les alcaloides et les taxanes. Les incidences des NPCI pour ces classes de
chimiothérapeutique sont récapitulées dans le tableau 6.

Par exemple, l'oxaliplatine (sels de platine) est probablement le médicament
anticancéreux le plus neurotoxique, avec 90% des patients qui développent une neuropathie
aiglie a la suite de I’administration de la chimiothérapie, et 30% a 50% qui développent une
forme chronique, souvent liée a la répétition des cycles de chimiothérapie (Tofthagen 2010,
Beijers et al. 2014, Kerckhove et al. 2017). Bien que les symptémes diminuent avec le temps,

des études cliniques sur le long terme semblent démontrer la persistance de la neuropathie
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entre 24 mois et 8 ans apres ’arrét de la chimiothérapie (Park et al. 2011, Yothers et al. 2011,
Beijers, Mols et al. 2014).

Concernant 1’apparition des NPCI suite aux alcaloides, on observe 1’installation de
symptdmes neuropathiques chez 35 a 45 % des patients (Postma et al. 1993, Verstappen et al.
2005). Ces symptdmes apparaissent souvent apres plusieurs semaines de traitement, mais
peuvent survenir apres la premiére dose de chimiothérapie. Il a également été montré que pour
30% des patients les symptdmes perdurent voire s‘aggravent apres l'arrét du traitement (Haim
et al. 1994).

L’incidence d’apparition d’une NPCI suite aux taxanes varie de 18 a 50% des patients.
Alors que le paclitaxel entraine I’apparition d’une NPCI aigiie chez prés de 70% des patients
(Kerckhove, Collin et al. 2017), 35 a 40% des patients traités par le docétaxel souffrent de
douleurs neuropathiques aigies, et 35% développent une forme chronique a la fin de la
chimiothérapie (Reyes-Gibby, Morrow et al. 2009, Eckhoff, Feddersen et al. 2015, Eckhoff,
Knoop et al. 2015) ou les symptémes peuvent s‘aggraver (De luliis et al. 2015). Ici encore on
observe chez 45% des patients une persistance de la neuropathie au moins 1 an apres la fin de

la chimiothérapie (Ventzel et al. 2016).

Tableau 6. Principaux agents de chimiothérapie : cibles et neuropathie périphérique associée

Classe Alkylant§ (sels de Taxanes Alcaloides
Platine)

Cible ADN Fuseau mitotique

Inhibition de la réplication

. et cassure des brins Inhibition de la Inhibition de la
Meécanisme d’ADN par liaison ) e A
dépolymérisation des MT polymérisation des MT
covalente avec nt et

pontage entre deux brins
Exemple Oxaliplatine Docétaxel Vincristine
Fréquence 90 % aigue 40-65 % aigue 35-45 % aigue
NP associée 30-50 % Chronique 35 % chronique 30 % chronique

MT : microtubule ; NP : Neuropathie périphérique ; nt : nucléotides
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11.1.1.2. Sémiologie

Globalement, les NPCI sont des polyneuropathies longueur-dépendantes (distale), a
predominances sensitives ou sensitivo-motrices (Seretny, Currie et al. 2014), pour lesquelles
on retrouve dans I’ensemble une sémiologie identique aux autres neuropathies. Les
symptomes sensoriels les plus fréquents, qui se développent généralement en premier lieu au
niveau des mains et des pieds, sont des paresthésies et des dysesthésies (Postma, Benard et al.
1993). L’apparition de douleurs constantes ou intermittentes avec une hypersensibilité
nociceptive caractérisée par de I’allodynie et de ’hyperalgie mécanique et/ou thermique est
également fréqguemment rapportée. Les symptomes sensoriels précités sont dans certains cas
associés a une diminution de 1’habilité a détecter le toucher et les sensations de piqires, avec
une perte de la sensibilité vibratoire et une proprioception altérée (Boyette-Davis, Walters et
al. 2015, Fehrenbacher 2015, Kerckhove, Collin et al. 2017), évoquant une atteinte des
grosses fibres myélinisées. Les examens neurophysiologiques des patients avec une NPCI
révélent globalement une diminution de la vitesse de conduction (VC) nerveuse sensorielle et
de I'amplitude du PAN, reflétant ainsi une démyélinisation et/ou une axonopathie (Chaudhry,
Rowinsky et al. 1994, Dougherty, Cata et al. 2004). Les dysfonctionnements sensoriels
couramment rapportés peuvent étre accompagnés de troubles moteurs, caractérisés par une
faiblesse musculaire ou des crampes. Dans certains cas, la neuropathie se révele par des
troubles de la marche et/ou de 1’équilibre, de la dextérité (écrire, boutonner, prendre de petits
objets...) ainsi qu’une difficulté a tenir des objets ou bien a avaler. Enfin, dans de rares cas, le
systéme neurovégetatif est atteint causant des symptémes autonomes tels qu’une variabilité de
la fréquence cardiaque, une hypotension orthostatique, des troubles de la vessie et de
I'intestin, voire une paralysie oculaire et des cordes vocales (Hancock and Naysmith 1975,

Quasthoff and Hartung 2002).
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11.1.2 Chimiothérapie et systéme nerveux central : syndrome du chemobrain

11.1.2.1. Incidence

Des références aux changements cognitifs associés a la chimiothérapie peuvent étre
trouvées a partir des années 80 (Oxman and Silberfarb 1980, Silberfarb et al. 1980, Silberfarb
1983). Cependant, une attention scientifique séricuse n'a été accordée a ce sujet qu’a partir de
la fin des années 90, ou les contributions dans la littérature deviennent courantes (Schagen et
al. 1999, Brezden et al. 2000, Olin 2001, Myers 2009, Ahles 2012). Ceci peut étre expliqué
par la prise en compte des plaintes cognitives des patients, longtemps controversées et
associées a un effet nocebo suite a 1’annonce du diagnostic, et aux facteurs confondants tels
que I’humeur, la fatigue ou encore 1’état anxiodépressif. La majorité des études longitudinales
incluant des évaluations pré- et post-chimiothérapie ont trouvé des changements cognitifs
évidents suite a la chimiothérapie (Ahles 2012), dont I’incidence varie entre 20 et 75% des
patients ayant suivi un traitement chimiothérapique (Schagen, van Dam et al. 1999, Tchen et
al. 2003, Vardy et al. 2008, Bompaire et al. 2017). La encore, les estimations varient selon les
agents cytotoxiques utilisés, la dose et le schéma d’administration, mais également selon les
investigations probablement en raison des différences méthodologiques d’évaluations utilisées
(nature de 1’étude, tests utilisés...). Ces déficits retentissant sur la qualité de vie des patients et
impactant leur habileté fonctionnelle, bien que dans certains cas transitoires, peuvent
¢galement perdurer plusieurs années apres 1’arrét de la chimiothérapie pour pres de la moitié
des patients (Mehnert et al. 2007). En effet, certaines etudes révélent des déficits cognitifs 5
(Ahles and Saykin 2002), 10 (de Ruiter, Reneman et al. 2011) et 15 ans (Yamada et al. 2010)

apres 1’arrét du traitement antitumoral.

37



Partie 11/ Neuropathie et atteintes

INTRODUCTION Pt e e e
centrales chimio-induites

11.1.2.2. Sémiologie et processus neurobiologiques altérés par la chimiothérapie

Les fonctions cognitives sont des processus cérébraux qui nous permettent de recevoir
des informations sur notre environnement, de les sélectionner, les traiter, les transformer, les
stocker, les manipuler, et de s’en servir pour interpréter et étre en contact avec le monde qui
nous entoure. Elles correspondent a la capacité de penser, a prendre des décisions, a se
concentrer et a se souvenir des faits, et permettent ainsi de mettre en action et d’adapter notre
comportement. L’intégrité des fonctions cognitives est donc essentielle aux activités
quotidiennes, aussi bien dans le cadre professionnel que personnel. Suite a la chimiothérapie,
les fonctions cognitives, souvent diminuées de facon subtile et 1égére avec un retentissement
insidieux au quotidien, impliquent de maniere commune la mémoire - en particulier la
mémoire épisodique et de travail -, les fonctions exécutives, ’attention et la vitesse de
traitement (Jansen et al. 2005, Reid-Arndt et al. 2010, Yamada, Denburg et al. 2010),
entrainant des difficultés a se souvenir, a planifier, a penser ou a se concentrer. Les différentes

définitions des processus cognitifs altérés dans le syndrome du chemobrain, ainsi que les

régions cérébrales impliquées, sont récapitulés dans le tableau 7.

Tableau 7. Processus cognitifs impliqués dans le chemobrain : définition et régions cérébrales impliquées

Processus e s Régions cérébrales
. Type Définition S
cognitif impliguees
Mémoire de travail Manipulation mentale d’une information Cortex frontal
Memoire AN Souvenirs d’événements personnels inscrits dans Cortex frontal
Mémoire épisodique . .
un contexte spatio-temporel Hippocampe
Souplesse mentale Cortex préfrontal
. PP : e . o . Aires motrices,
Fonctions Planification/mise en Planification, organisation, élaboration de .
.. L. ) . sensorielles,
exécutives wuvre stratégie, adaptation, raisonnement, ... .
— - associatives, cortex
Contréle/régulation -
; limbique
des actions
Sélective Permet de préparer nos actions ou de les Cortex frontal
. — entreprendre, de trier et sélectionner les Structures limbiques
Attention Divisée . . . -\
informations, de les traiter de maniére Thalamus
Soutenue approfondie Ganglions de la base
Vitesse de Habileté cognitive correspondant au temps que
traitement prend un individu pour réaliser une tdche mentale
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v" La mémoire

La mémoire se référe a la capacité d’acquérir, de stocker et de récupérer/restituer
différents types d’informations pour guider la sortie comportementale d’un individu. Elle est
indispensable a 1’identité, au savoir, aux connaissances, a la réflexion et méme a la projection
de chacun dans le futur. On parle de mémoire de travail lorsque I’information, alors
maintenue en mémoire a court terme, fait I’objet d’une manipulation mentale. Elle permet le
maintien temporaire et la manipulation de I’information lors de la réalisation de taches
cognitives complexes. Elle permet, par exemple, a un serveur de retenir qui a commandé quoi.
La manipulation d’informations en mémoire de travail nécessite 1’activation du cortex frontal
et préfrontal (Wager and Smith 2003). La mémoire épisodique est définie comme la capacité
de rappeler des expériences spécifiques, « comme si I'on devait voyager mentalement pour ré-
expérimenter des événements individuels » (Allen and Fortin 2013), et permet a I’individu de
prendre conscience de sa propre identité (Tulving 2001). Elle fait référence aux souvenirs des
événements qu’un individu a personnellement vécus, inscrit dans un contexte spatio-temporel
précis et dont la restitution nécessite un effort conscient. Les informations stockées dans ce
systeme de mémoire comprennent 3 composantes : le «ou », «quoi» et «quand » d’un
évenement. Cette mémoire dépend de fagon critique de I’hippocampe (contexte spatial et
temporel), mais implique également ’amygdale (composante émotionnelle) et le cortex
frontal (Fuster 2001, Allen and Fortin 2013). Les informations stockées en mémoire
épisodique sont facilement verbalisables et accessibles a la conscience. L’étude de la
mémoire spatiale chez le rongeur permet de modéliser la mémoire épisodique ; on parle alors
de mémoire de « type épisodique » (episodic-like). En regroupant les composantes « quoi » et
« 0ol », la mémoire spatiale permet d’encoder, de stocker et de restituer des informations sur

I’environnement qui nous entoure. Il est connu que 1’hippocampe joue un rdle crucial dans ce
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processus mnésique, aussi bien chez I’Homme (Kahana et al. 1999, Ekstrom et al. 2005,

Epstein et al. 2017) que chez I’animal (O'Keefe 1999, Warburton and Brown 2015).

v' Les fonctions exécutives

Les fonctions exécutives sont des fonctions cognitives responsables de la régulation et du
contréle de nos comportements. Elles interviennent dans des situations nouvelles (non
routiniéres), complexes et/ou conflictuelles pour lesquelles il n’existe pas de solution toute
faite, et ou il y a nécessité d’adapter notre comportement. Elles sont nécessaires pour effectuer
des activités telles que la planification, 1’organisation, 1’élaboration de stratégies, la résolution
de problemes ou encore le raisonnement. Pour effectuer ces opérations mentales, il faut
d’abord analyser la situation, puis élaborer un plan de résolution, et enfin 1’organiser de
maniére sequentielle, tout en vérifiant son bon déroulement par rapport a 1’objectif de départ
(Miyake et al. 2000). Les zones cérébrales impliquées sont essentiellement localisées dans le
cortex préfrontal, mais elles sont en interaction avec la plupart des aires cérébrales (aires
motrices, aires sensorielles, cortex limbique, aires associatives) (Niendam et al. 2012, Nee and

D'Esposito 2017).

v' L’attention

L’attention est une capacité cognitive que nous utilisons au quotidien. Elle fait référence a
I’ensemble des processus qui nous permettent de nous préparer a une action ou de
I’entreprendre, de trier et sélectionner des informations, et de les traiter de maniere
approfondie. L'attention peut également étre définie comme la capacité a selectionner et a se
concentrer sur les stimuli jugés les plus importants, et existe sous plusieurs formes : (i)
I'attention sélective (ou focalisée), (ii) I'attention divisée (ou partagee), et (iii) I'attention dite
soutenue. Elle fait intervenir les régions corticales frontales, mais également les structures
limbiques, le thalamus et les ganglions de la base (Asplund et al. 2010, Corbetta and Shulman

2011).
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v' La vitesse de traitement

La vitesse de traitement définit la rapidité psychomotrice/cognitive a laquelle nous traitons
une information. C’est I’habileté cognitive qui correspond au temps que prend un individu
pour réaliser une tache mentale, entre le moment ou il regoit la stimulation et qu’il y réponde.
Cela fait reférence a la capacité a traiter une information de maniére automatique, et par
conséquent rapidement, sans y penser consciemment. Ceci peut interférer également sur les
habiletés exécutives, c'est pourquoi une personne avec une vitesse de traitement lente aura
plus de mal ou prendra plus de temps pour planifier, se fixer des objectifs, prendre des
décisions, commencer des taches, ou encore maintenir son attention (Chiaravalloti and

DeLuca 2008, Grzegorski and Losy 2017).

11.1.2.3. Evaluation clinique des atteintes cognitives chimio-induites

Nous venons de voir que les déficits cognitifs observés chez les patients présentent un
profil frontal, avec des domaines touchés tel que 1’apprentissage, la mémoire, la vitesse de
traitement et les fonctions exécutives. Les mesures objectives obtenues par 1’utilisation de
tests neuropsychologiques, qui restent les standards pour évaluer les fonctions cognitives des
patients, sont par conséquent en adéquation avec ces domaines. Parmi les tests recommandés
par le groupe de travail international sur le cancer et la cognition (International cancer and
cognition task force ou ICCTF) (Wefel et al. 2011), résumés dans le tableau 8, on retrouve le
test d’apprentissage verbal d’Hopkins révisé (verbal learning test-revised ou HVLT-R) qui
permet d’évaluer la mémoire épisodique, le test des tracés (Trail Making Test ou TMT) qui
permet de mesurer la vitesse psychomotrice et certains aspects des fonctions exécutives, et le
test d’association verbale controlée (controlled oral word association ou COWA) qui mesure
la fluence verbale qui requiert egalement certains aspects des fonctions exécutives. Les

mesures d’évaluation de la mémoire de travail ne sont pas incluses dans la suggestion de la
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batterie d’évaluation, mais les investigateurs sont encouragés a en pratiquer selon leur propre
préférence, leur expérience et les plaintes subjectives du patient. Un autre groupe de réflexion
sur les évaluations cognitives, le Grec-Onco, a également proposé en 2015 une batterie
adaptée a la prise en charge des patients présentant une plainte cognitive ou des troubles
cognitifs suite a la chimiothérapie (Bompaire, Durand et al. 2017), également résumés dans le
tableau 8. Ce groupe préconise I’utilisation du test du rappel libre — rappel indicé a 16 items
(RL-RI 16) et les figures de Rey pour évaluer la mémoire épisodique, des tests d’empan (qui
définit la capacité de stockage de la mémoire a court terme, et correspond au plus grand
nombre d’items que le sujet est capable de rappeler immédiatement) pour la mémoire de
travail, et d’autres tests tels que la tache de Stroop (mesure de la capacité d’inhibition), le
TMT et des tests de fluences verbales pour mesurer les fonctions exécutives et 1’attention.
D’autres tests sont également utilisés dans les principales études : pour évaluer la mémoire
épisodique les cliniciens utilisent, par exemple, le test des 15 mots de Rey, le test de Grober et
Buschke, le test de rétention visuelle de Benton et les échelles de Wechsler, ces derniers
permettant également de mesurer la mémoire de travail. Pour évaluer certains aspects des
fonctions exécutives ainsi que l’attention, on retrouve le test des performances continues
(continuous performance test-CPT), le test d’attention sélectif de Ruff et 1’échelle de
Weschler révisé (Weschler Adult Intelligence Scale Revised ou WAIS-R) qui inclut également
I’étude de la vitesse de traitement, pouvant également étre étudiée par des taches de réaction

complexe et d’annulation de lettre.
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Tableau 8. Principaux tests utilisés dans I’évaluation des principales fonctions cognitives altérées par
la chimiothérapie [Adapté de (Bompaire, Durand et al. 2017)]

Recommandations

Recommandations

Fonctions cognitives Grec-onco ICCTF Autres principaux utilisés
(2015) (Wefel, 2011)
Echelles Wechsler
RL-RI 16 15 mots de Rey
Mémoire épisodique . HVLT-R Test Grober et Buschke
Figures de Rey o -
Test de rétention visuelle de
Benton
Mémoire de travail Empan cr_nffre Echelle mémoire de Wechsler
Empan visuel
Fonctions exécutives et Tl?/f‘rI? ZF;B TMT Wé‘FI,?R
attention COWA

Fluences verbales

Test d’attention sélective de Ruff

Vitesse de traitement

WAIS-R
Téche de réaction complexe
Tache d’annulation de lettre

RL-RI : 16 Rappel libre, rappel indicé a 16 items ; HVLT-R : verbal learning test-revised ; TMT : Trail Making Test ;
COWA : controlled oral word association ; WAIS-R : Weschler Adult Intelligence Scale Revised ; CPT : continuous
performance test ; ICCTF : International cancer and cognition task force

Bien que les plaintes auto-rapportées subjectives (plaintes cognitives) ne sont pas
validées comme un moyen d’évaluer la cognition, elles permettent d’évaluer par I’utilisation
d’auto-questionnaires le ressenti des patients, et ainsi d’orienter le choix d’utilisation de
certains tests cognitifs. Pour appréhender au mieux la plainte cognitive, ces questionnaires
portent sur les répercussions des troubles cognitifs sur différents domaines de la cognition
(mémoire, attention/concentration...). Ainsi, le groupe Grec-onco a également recommandé en
2015 une batterie d’auto-questionnaires dans le cadre de 1’évaluation des troubles cognitifs
faisant suite a la chimiothérapie (Bompaire, Durand et al. 2017). On retrouve I'échelle
d’évaluation fonctionnelle de la fonction cognitive suite a la thérapie du cancer (The
Functional Assessment of Cancer Therapy-Cognitive Function ou FACT-Cog) qui est le seul
questionnaire d'auto-évaluation évaluant spécifiquement la cognition (Joly et al. 2012). Il

s'agit de la premiére mesure d'évaluation du déclin cognitif validée chez les patients atteints
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de cancer et qui peut potentiellement étre utilisée dans la pratique clinique standard pour
évaluer les troubles cognitifs des patients avant, pendant et apres la chimiothérapie.

Enfin, bien qu’a I’heure actuelle il n’existe pas de biomarqueurs, les progrés en
neuroimagerie permettent d'évaluer objectivement les changements cerébraux faisant suite a
la chimiothérapie, ou I’imagerie cérébrale s’avére étre utile pour la recherche de modifications

et de différences morphologiques et/ou fonctionnelles (Orchard, Gaudier-Diaz et al. 2017).

11.2. Physiopathologie des troubles du systeme nerveux chimio-induits

Divers processus physiopathologiques sous-tendent les troubles neurologiques
observés chez les patients a la suite d’un traitement anticancéreux. Bien que les mécanismes
engendrant les neuropathies périphériques ne soient pas encore complétement connus, il
apparait néanmoins concevable d’envisager des effets délétéres directs des anticancéreux sur
le SNP du fait de I’absence d’une barric¢re protectrice comme la BHE du SNC. En effet, les
micro-vaisseaux de plusieurs structures du SNP, comprenant les ganglions de la racine dorsale
et des racines vertébrales a proximité, sont dépourvus de propriétés de barriére. Par
conséquent, ces sites sont considérés comme particulierement vulnérables a la chimiothérapie.
En revanche, les altérations neurologiques centrales associées a la chimiothérapie sont plus
difficiles a expliquer par une action directe, parce que la grande majorité des composés
chimiothérapeutiques utilisés sont supposés ne pas franchir la BHE. Bien que I'étiologie
exacte des déficits cognitifs ne soit pas encore connue, plusieurs hypothéses sont suggérées.
Les données issues de l'imagerie et des études précliniques sur des modeles animaux
soutiennent I'nypothese selon laquelle la chimiothérapie affecte la structure et la fonction
cerébrale, et commencent a fournir des preuves pour les mécanismes candidats du déclin

cognitif induit par la chimiothérapie.
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11.2.1. Physiopathologie des atteintes périphériques

La barriere hémato-nerveuse (BHN) protege et contrdle I'noméostasie endoneurale du
SNP. La présence de cette barriere permet de restreindre le mouvement des médiateurs
solubles et des leucocytes depuis le contenu sanguin jusqu’au parenchyme du SNP (Kanda
2013). Cependant, comparé a son homologue au niveau du SNC (la BHE), la BHN est plus
permissive. Ainsi, il semble évident que les traitements utilisés en chimiothérapie conduisent
a de nombreux changements structurels et fonctionnels au niveau du SNP résumeés sur la
figure 3, qui peuvent expliquer en grande partie les signes et symptomes, notamment
sensoriels, observés chez les patients et contribuant ainsi a la NPCI. Bien que les neurones ne
se divisent pas, ils semblent tres sensibles aux agents de chimiothérapie. Beaucoup de
recherches sur les mécanismes ciblent les altérations et modifications des propriétés
neuronales, mais les études mettent également en lumiére des altérations au niveau de la glie,

et ’installation d’une neuroinflammation.
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Figure 3. Principaux effets neurotoxiques des agents de chimiothérapie
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11.2.1.1 Troubles sensoriels par hyperexcitabilité nerveuse : modifications de P’activité

et/ou de I’expression de récepteurs canaux en périphérie

Le systéme nociceptif peut étre activé par une grande variété de stimuli caractérisés

par une forte intensité, de nature mécanique, thermique et/ou chimique potentiellement nocifs

pour les tissus et donc pour I’individu. Parmi les récepteurs localisés sur les nocicepteurs, on

retrouve des récepteurs canaux perméables aux cations tels que les récepteurs du potentiel

transitoire (TRP) activés par des stimuli mécaniques, thermiques et par certaines substances
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chimiques. On retrouve également des récepteurs canaux qui s’activent par I’acidification
extracellulaire, qui se produit notamment apres une lésion tissulaire et un stress métabolique :
les récepteurs ASIC (ASIC pour acid sensing ionic channel). On retrouve d’autre part des
récepteurs canaux P2X a I’ATP comme messager libéré par des cellules glandulaires,
épithéliales ou nerveuses suite notamment a une lésion tissulaire et/ou des processus
inflammatoires. La transmission du message nociceptif fait également intervenir I’activation
de récepteurs canaux dépendants du potentiel. On retrouve ainsi des canaux sodiques (Nav)
qui sont activés par la dépolarisation membranaire et qui génerent ou modulent les potentiels
d’action a D’origine de [’excitabilité neuronale, et des canaux calciques (Cav) qui sont
impliqués dans 1’¢laboration du potentiel d’action, dans la libération de neurotransmetteurs et
dans I’expression calcium-dépendante de certains genes. En revanche, les canaux potassiques
dépendant du voltage (Kv), modulent généralement négativement 1’excitabilité neuronale par
leur effet hyperpolarisant. L’activation de ces différentes voies modifie la polarisation de la
membrane du nocicepteur, stimule les canaux dépendants du voltage et génére des potentiels
d’action. Le signal nociceptif a la périphérie est ainsi transformé en influx électrique, puis

conduit par les fibres primaires Ad et C jusqu’a la corne dorsale de la ME (figure 4).

Il a été démontré que ces canaux ioniques voltage- et ligand-dépendants jouent un réle
dans les changements induits par la chimiothérapie dans les comportements nociceptifs. 1l est
connu que ’augmentation de I’excitabilité neuronale/axonale périphérique, qu’elle soit due a
un abaissement du seuil et/ou une prolongation de 1’ouverture du canal, ou liée a la
surexpression de certains récepteurs, précede les symptdmes chez les patients (Boyette-Davis,

Walters et al. 2015).

e Les canaux TRP sont une grande famille de canaux cationiques non sélectifs,

largement exprimés dans le systeme nerveux (Boyette-Davis, Walters et al. 2015).
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La famille des TRP vanilloides (TRPV) a été la plus étudiée en ce qui concerne la douleur.
Dans cette famille, on retrouve TRPV1, TRP-Ankryne 1 (TRPA1) et TRP-Melastatine 8
(TRPMB) qui sont exprimés dans les neurones sensoriels primaires des ganglions de la racine
dorsale (DRG pour dorsal root ganglion) et contribuent a la douleur normale et pathologique
(Chukyo et al. 2018). Des études neurobiologiques montrent qu’ils jouent un role crucial dans
I’hypersensibilité aux stimuli thermiques et mécaniques pendant 1’inflammation et les NPCI,
et sensibilisent les voies de la douleur (Chukyo, Chiba et al. 2018). TRPV1, connu pour étre
le récepteur de la capsaicine, est un nocicepteur impliqué dans la sensation douloureuse
évoquee par un stimulus chimique (produits chimiques vanilloides exogenes par exemple la
capsaicine, la résinifératoxine, ainsi que par des protons) inflammatoire (divers signaux
lipidiques endogénes) et thermique au chaud (supérieur a 42°C) (Amaya et al. 2003, Ro et al.
2009, Nagy et al. 2014). TRPV1 joue un réle important dans la transduction sensorielle et la
sensibilisation de 1’afférence primaire. La sensation évoquée par ces stimuli lorsqu'ils sont
appliqués sur la peau, est percue comme une sensation de brdlure (Simone et al. 1989).
L'expression de TRPV1 est augmentée dans les DRG de rat apres l'administration de
paclitaxel a un moment correspondant au début de [I'hyperalgie thermique. De plus,
I'utilisation d'antagonistes du TRPV1 dans un modéle de rongeur réduit I'nypersensibilité a la
chaleur (Hara et al. 2013). Des augmentations de l'expression de TRPV1 dans les DRG
murins et la ME ont également été observées apres des traitements au bortézomib (Quartu et
al. 2014), au cisplatine (Ta et al. 2010) et a I’oxaliplatine (Chukyo, Chiba et al. 2018)

TRPAL, souvent colocalisé avec TRPV1, peut étre activé par divers produits chimiques nocifs
(Boyette-Davis, Walters et al. 2015), mais il est également connu pour étre un transducteur du
froid (température inferieure a 17°C) (Obata et al. 2005, Story 2006, Laursen et al. 2014). Il a
été démontré que la sensibilité au froid induite par I'oxaliplatine dans les modeles animaux

était dépendante de TRPA1 (Nassini et al. 2011, Zhao et al. 2012, Yamamoto et al. 2015,
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Chukyo, Chiba et al. 2018). Cette conclusion a également éte tirée pour l'allodynie au froid
induite par le paclitaxel (Materazzi et al. 2012), et pour I’hyperalgie thermique induite par le
docetaxel (Huang et al. 2017). La possibilité demeure que TRPA1L peut étre impliqué dans
I'induction de la sensibilisation a long terme des nocicepteurs pendant la chimiothérapie.

Enfin, moins étudié, mais aussi un modulateur potentiellement important dans la pathogenése
des NPCI est le canal TRPM8. Ce canal est active par des stimuli thermiques légers, entre 25
et 28 °C et chimiquement par le menthol (Peier et al. 2002). Il est connu que son expression
est augmentée dans les neurones de DRG de rats, corrélée avec ’hyperalgie au froid induite

par I’oxaliplatine (Gauchan et al. 2009, Chukyo, Chiba et al. 2018).

e Plusieurs études rapportent des changements dans le comportement des canaux
ioniques voltage-dépendant Na® (Nav) suite a I’application d’agent chimiothérapique, et
suggerent qu’ils jouent un role dans la pathogenése de la douleur neuropathique induite par la
chimiothérapie (Nieto et al. 2008). Ainsi, les agents chimiothérapiques sont capables de
rallonger la période réfractaire du nerf périphérique et de prolonger I’ouverture du canal Nav
(Fehrenbacher 2015), entrainant une augmentation du courant Na* au niveau des neurones du
DRG, provoquant un abaissement du potentiel membranaire (Adelsberger et al. 2000).
L’ensemble conduit a une modification du seuil et & des décharges ectopiques dans divers
neurones, qui peuvent sous-tendre les symptomes douloureux des patients souffrants de NPCI.
Des modifications au niveau d’autres canaux ioniques contribuent également a 1’excitabilité
neuronale/axonale. Ainsi, on observe une diminution de I’expression des canaux K+ voltage-
dépendants au niveau des afférences primaires chez les rats a la suite de la chimiothérapie,
dépolarisant ainsi le potentiel de repos membranaire et conduisant a une hyperexcitabilité des
nocicepteurs (Busserolles et al. 2016, Viatchenko-Karpinski et al. 2018). A I’inverse, des
travaux mettent en évidence cette fois-ci une augmentation de 1’expression des canaux activés

par hyperpolarisation (hyperpolarization-activated channels ou HCN), qui sont perméables a
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la fois aux ions K et Na*, et qui sont connus pour augmenter 1’excitabilité des nocicepteurs et
les décharges spontanées dans d’autres conditions de douleur (Descoeur et al. 2011, Resta et
al. 2018). Des auteurs mettent également en lumiére une augmentation de 1’expression de
canaux calciques voltage-dépendants au niveau des neurones du DRG chez des souris a la
suite de la chimiothérapie. De plus, ’administration de drogues interférant avec ces canaux,
comme la gabapentine ou I’ethosuximide, réduit les réflexes hypersensibles des rongeurs suite
au paclitaxel et a la vincristine (Gauchan, Andoh et al. 2009). Ces canaux calciques voltage-
dépendants sont connus pour étre essentiels a la transmission du signal nociceptif (Weiss et al.
2007), et semblent donc également contribuer a la NPCI.
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Figure 4. Déclenchement du signal nociceptif et sensibilisation par la chimiothérapie

Suite a une stimulation nociceptive thermique ou mécanique, ou suite a une lésion tissulaire, de
nombreux signaux nociceptifs ou inflammatoires sont produits ou libérés. L activation des différentes
voies modifie la polarisation de la membrane du nocicepteur, stimule les canaux ioniques voltage-
dépendants et génére des potentiels d’action. Le signal nociceptif a la périphérie est ainsi transformé en
influx électrique, puis conduit par les fibres primaires Ao et C jusqu’a la corne dorsale de la moelle
épiniere. En modifiant [’expression et/ou [’activation des canaux ioniques responsables de [’influx
nociceptif nerveux, mais également en générant des processus inflammatoires, la chimiothérapie
conduit a une hyperexcitabilité de la fibre nerveuse.

TRP : Transient Receptor Potential ; ASIC : Acid Sensing lonic Channels ; P2X : récepteur purinergique
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11.2.1.2 Troubles sensoriels par augmentation du message nociceptif au niveau spinal :

modifications de la neurotransmission

La fibre sensorielle nociceptive transmet le message jusqu’a la corne dorsale de la ME,
via le faisceau de Lissauer, ou elle forme des synapses au niveau de la substance grise spinale
avec les neurones de projection (ou dits de second ordre). Plusieurs études ont documenté des
altérations dans les processus impliqués dans la signalisation des neurotransmetteurs a ce
niveau apres un traitement chimiothérapique, entrainant dés lors une cascade d’événements
aboutissant a une hyperexcitabilité des neurones nociceptifs spinaux contribuant a la NPCI,

résumeés sur la figure 5.

Deux groupes de neuromédiateurs sont responsables de la transmission des messages
nociceptifs périphériques vers les neurones spinaux. Il s’agit d’acides aminés excitateurs
comme le glutamate ou D’aspartate, et de neuropeptides tels que la substance P ou le
Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP). Le glutamate active deux types de récepteurs
ionotropiques au niveau de la ME, a savoir les récepteurs N-méthyl-D aspartate (NMDA) et
les récepteurs AMPA/Kainate. La substance P quant a elle joue un rdle de neuromodulateur
en modulant les effets excitateurs ou inhibiteurs des neurotransmetteurs. Le CGRP est
fréguemment colocalisé avec la substance P au niveau des fibres sensitives des afférences
primaires, et leurs récepteurs, couplés a une protéine Gs, sont retrouvés au niveau du neurone
de second ordre. Globalement, le CGRP et la substance P potentialisent les effets excitateurs
du glutamate au niveau de la ME, générant ainsi un potentiel post-synaptique excitateur de
plus forte amplitude. Plusieurs études révélent que l'inhibition pharmacologique de la
production de glutamate améliore les modifications de la conduction nerveuse, et reverse au
niveau des neurones sensoriels des DRG les altérations morphologiques associées aux NPCI

apres I’administration de cisplatine, de paclitaxel et de bortézomib (Boyette-Davis, Walters et
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al. 2015, Carozzi et al. 2015). De plus, I'administration d'un antagoniste des récepteurs au
glutamate permet de supprimer I'hypersensibilité et les déficits de conduction nerveuse induits
par le bortézomib (Ghelardini et al. 2014). Le glutamate étant un neurotransmetteur
excitateur, on peut suggérer que son ¢limination de la synapse prévient l'excitotoxicité, et qu’a
I’inverse une diminution de sa clairance par les astrocytes peut entrainer une augmentation
des réponses des neurones spinaux aux stimuli nociceptifs (Boyette-Davis, Walters et al.
2015). Or, I'hyperalgie induite par le bortézomib, le cisplatine, le paclitaxel et la vincristine
chez le rat est associée a une diminution de I'expression du transporteur glutamate GLAST
dans les astrocytes spinaux (Cata et al. 2006, Robinson and Dougherty 2015), conduisant a
des décharges prononcées des neurones spinaux (Weng et al. 2003, Cata et al. 2008). La
diminution de D’expression des transporteurs du glutamate pourrait étre un mécanisme

commun aux NPCI (Boyette-Davis, Walters et al. 2015).

Au niveau spinal, la transmission des informations vers les centres supérieurs est
également modulée et finement contrélée par différents systémes. Cette modulation s’exerce
par la présence d’interneurones inhibiteurs essentiellement gabaergiques au niveau de la corne
dorsale, mais également par 1’intermédiaire de controles descendants, généralement
sérotoninergiques et noradrénergiques, provenant des structures supra-spinales. Il s’avere que
chez des rats exposés a la vincristine, on observe une augmentation de I’expression du
récepteur a la sérotonine 5HT2A au niveau de la ME (Thibault et al. 2008). Le récepteur
5HT2A est un recepteur couplé préférentiellement a une protéine Gg. Son activation entraine
une cascade d’évenements intracellulaires ayant globalement un effet excitateur de 1’activité
cellulaire (Van Steenwinckel et al. 2009), et I’'implique donc dans un réle pro-nociceptif et de
sensibilisation spinale. De fagon intéressante, des souris knock-out pour ce récepteur ne

développent pas d’hyperalgie mécanique induite par la vincristine. Des résultats similaires
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ont été obtenus pour la neuropathie périphérique induite par la vincristine chez des souris

dépourvues de transporteurs de sérotonine (Hansen et al. 2011).
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Figure 5. Transmission du message nociceptif vers les neurones spinaux de 2™ ordre et
hyperexcitabilité chimio-induite

Le signal nociceptif est transformé en influx électrique grace aux canaux sodiques dépendants du
voltage activés suite a [’activation de canaux ioniques dépolarisants. Cet influx active les canaux
calciques sensibles au voltage, conduisant en une entrée de Ca2+. Cet influx de Ca2+ entraine la
fusion des vésicules synaptiques et va ainsi permettre la libération de neurotransmetteurs dans la fente
synaptique. Les neurotransmetteurs de différentes natures se fixent sur leurs récepteurs post-
synaptiques, puis le signal nociceptif est transmis aux centres supérieurs intégrateurs par le tractus
spino-thalamique. L hyperexcitabilité du neurone nociceptif de projection induite par la chimiothérapie
(texte rouge) est causée par divers évenements, tels gu’une atténuation de l’inhibition spinale, une
modulation pro-nociceptive ou encore une augmentation de Glutamate dans la fente synaptique par
diminution de [’expression de son transporteur de recapture.

SP : Substance P ; CGRP : Calcitonine gene-related peptide ; GLAST : Glutamate Aspartate transporteur ; NK1 :
Neurokinine 1 ; 5-HT : Sérotonine ; NA : Noradrénaline.
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11.2.1.3 Toxicité cellulaires et modifications intracellulaires suite & la chimiothérapie

v" Dommages mitochondriaux

La plupart des récentes recherches sur les mécanismes sous-jacentes a la NPCI ciblent les
dommages mitochondriaux des cellules gliales et des neurones suite a la chimiothérapie.
Ainsi, plusieurs modifications et altérations mitochondriales, pouvant expliquer la
sensibilisation voire la mort cellulaire, ont été mises en évidence.
Des études rapportent que la chimiothérapie, notamment les taxanes, altere la localisation et le
transport mitochondrial (Shprung and Gozes 2009, Shemesh and Spira 2010). Le transport et
la localisation correcte des mitochondries sont importants pour le bon fonctionnement
cellulaire. Ainsi les mitochondries se déplacent pour atteindre les zones de haute
consommation énergétique. En effet, il a été démontré qu’un transport mitochondrial altéré est
associé au stress oxydatif et au dysfonctionnement cellulaire (Stamer et al. 2002, Arendt
2003, Gotz and Riederer 2004). De plus, une mauvaise localisation mitochondriale peut
entrainer une déplétion énergétique locale qui peut étre la cause d’une dépolarisation
membranaire, et donc de décharges spontanées qui pourraient sous-tendre les symptdmes
décrits chez les patients souffrant de NPCI (Shemesh and Spira 2010). Le transport
d’organelles au sein de la cellule dépend fortement du cytosquelette, et se fait par transport
axonal au niveau du neurone (Morris and Hollenbeck 1995), c’est pourquoi les auteurs
s’accordent a dire que ces modifications dans la localisation mitochondriale sont dues a un
défaut du transport axonal. En effet, beaucoup d’agents cytotoxiques ciblent les microtubules
des cellules cancéreuses pour prévenir la division cellulaire, mais touchent aussi les
microtubules des cellules du systéme nerveux. Ainsi, les taxanes endommagent le transport
axonal en altérant la dynamique des microtubules du cytosquelette.
Un autre mécanisme par lequel les agents chimiothérapeutiques peuvent altérer la localisation

mitochondriale et la production d'énergie est la perturbation de I'équilibre entre la fission et la
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fusion mitochondriale. Les mecanismes de fission et de fusion sont des processus qui
permettent le recyclage dynamique des mitochondries agées ou endommagées. Ces
phénomenes sont normaux mais augmentes/altérés suite a la chimiothérapie, ce qui entraine
une baisse de la production d’énergie et une augmentation de la production d’especes
réactives de 1’oxygéne (reactive oxygen species ou ROS), participant in fine a un stress
oxydant (Knott and Bossy-Wetzel 2008, VVoccoli and Colombaioni 2009, Fehrenbacher 2015).
Une augmentation du gonflement mitochondrial est associée a des changements fonctionnels,
et peut étre le résultat d'une modification de la perméabilité mitochondriale (Nowikovsky et
al. 2009, Zheng et al. 2012). Il a été démontré que plusieurs agents chimiothérapiques
entrainent une modification de la perméabilité mitochondriale, et dépolarisent ainsi les
mitochondries (Evtodienko et al. 1996, Andre et al. 2000, Kidd et al. 2002, Melli et al. 2008).
Ces changements de perméabilité membranaire, notamment calciques, sont a 1’origine de
modifications morphologiques. La plupart des études reportent une modification de 1’aspect
des mitochondries au niveau du neurone sensoriel (axone et soma) mais également au niveau
des cellules de Schwann, ou celles-ci apparaissent gonflées et vacuolées (Flatters and Bennett
2006, Xiao et al. 2012, Zheng, Xiao et al. 2012). Théoriqguement, cela entraine une diminution
de la capacité des mitochondries a respirer et a générer de I'ATP pour la cellule (Flatters and
Bennett 2006, Zheng et al. 2011, Xiao, Zheng et al. 2012, Zheng, Xiao et al. 2012), et
augmente également la production de ROS (Batandier et al. 2004). Il est a noter que le
gonflement et la vacuolisation de la mitochondrie est également un indicateur d’une
dégénérescence neuronale ou axonale initiée par une fuite calcique mitochondriale (Massey,
Kim et al. 2014).

Toutes ces altérations citées sont associées avec une augmentation du relargage de
cytochrome C dans le cytosol (qui initie alors 1’activation de caspases et active la voie

apoptotique), des dommages de I’ADN mitochondrial due aux effets directs des agents

55



Partie 11/ Neuropathie et atteintes

INTRODUCTION Pt e e e
centrales chimio-induites

chimiothérapique et/ou indirects via la détresse mitochondriale, et une augmentation de la
production de ROS conduisant a un stress oxydant (stress mitochondrial) (Carozzi, Canta et
al. 2015), ce dernier etant un autre mécanisme putatif par lequel les agents
chimiothérapeutiques modifient la sensibilité neuronale.

Le stress oxydatif est a la fois un catalyseur et un produit de la détresse mitochondriale.
Effectivement, il a également été démontré que la chimiothérapie augmente la production de
ROS et d'espéces reactives de I'azote (RNS) dans les neurones sensoriels et dans la ME (Jiang
et al. 2008, Barriere et al. 2012, Doyle et al. 2012). En fait, la génération de stress nitroxydant,
induite par la production de ROS et de RNS, entraine la sensibilisation des neurones
nocicepteurs sensoriels (Ridger et al. 1997, Ferrari et al. 2011). Ces ROS et RNS induits par
la chimiothérapie sont générés par les neurones, les cellules satellites et les cellules
inflammatoires (Hamanaka and Chandel 2010). Les générateurs intracellulaires de ROS et
RNS comprennent les mitochondries, via la chaine de transport d'électrons et une incidence
accrue de la fission mitochondriale, et une activité accrue de la NADPH oxydase
membranaire (Jiang, Guo et al. 2008). Malheureusement, le stress nitroxidatif peut
compromettre la survie et la fonction cellulaire en causant des dommages a I'ADN, la
démyélinisation des fibres nerveuses, des dommages et des dysfonctionnements
mitochondriaux, l'activation de voies de transduction et la mort cellulaire par apoptose
(Fehrenbacher 2015). De plus, les ROS générés par la mitochondrie peuvent activer des voies
pro-inflammatoires, contribuant également a la NPCI chronique (Kerckhove, Collin et al.

2017).

v' Dommages nucléaires
En prenant en compte les mécanismes d’action de certains agents antinéoplasiques pour
lutter contre les cellules tumorales, en plus des dommages indirects sur I’ADN mitochondrial

et cellulaire lié au stress oxydant, certains agents chimiothérapeutiques ciblant directement
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I’ADN, notamment les sels de platine, peuvent directement causer des dégats au niveau
nucléaire. Les neurones sensoriels, dont le corps cellulaire est situé dans les DRG, sont
particulierement vulnérables aux dommages neurotoxiques, expliquant en partie les
principaux symptémes sensoriels caractérisés dans la NPCI. Les sels de platine sont connus
comme pouvant s’accumuler au niveau du DRG via une voie de passage pour les sels de
platine constituée par les transporteurs OCT2 (Taleb, Bouzobra et al. 2017). Les sels de
platine induisent des dommages par le biais de 1’établissement de ponts dans I’ADN, exercant
des changements toxiques du noyau des neurones sensoriels des DRG. Ce mécanisme induit
ainsi des dysfonctionnements dans la machinerie transcriptionnelle, et peut aboutir a la mort
neuronale. Les taxanes et les alcaloides semblent également s’accumuler au niveau des DRG
dans des modeles animaux, produisant ainsi des anomalies nucléaires (Carozzi, Canta et al.

2015).

v Altérations de la signalisation intra cellulaire

Certaines études évoquent que la signalisation de la voie des caspases contribue au NPCI
par sa relation avec les dommages mitochondriaux et la neurotoxicité des cellules du DRG
qu’elle entraine. L'activation de protéines kinases et des caspases se produit au cours de
diverses formes de stress cellulaire, et en réponse a des facteurs de croissance et des
cytokines. L'activation de ces enzymes peut entrainer des dommages mitochondriaux et une
apoptose dans les neurones et les cellules gliales.
Les modéles animaux indiquent que la chimiothérapie active la voie de la caspase 10,
entrainant des dommages mitochondriaux et par la suite la géneration de ROS, ainsi que
I'apoptose potentielle du neurone (Joseph and Levine 2004). D’autres études montrent
¢galement que l’utilisation d’inhibiteurs de la caspase réduit I'hypersensibilité et la perte
cellulaires des neurones du DRG induite par différents agents chimiothérapeutiques chez le

rat (Joseph and Levine 2004, Ta et al. 2006).
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L'activation des voies de la protéine kinase, en particulier des kinases de la famille MAPK,
peut contribuer davantage aux dommages cellulaires. Par exemple le cisplatine et
I'oxaliplatine activent p38 MAPK et Erk1/2, et favorisent ainsi lI'apoptose des neurones du
DRG (Scuteri et al. 2009). L'activation de ces voies influence un certain nombre d'événements
en aval qui pourraient promouvoir davantage la NPCI, y compris la libération de cytokines et

les dommages aux structures cellulaires.

11.2.1.4 Processus inflammatoires : dommages, sensibilisation et douleur

Il est connu que les processus de neuro-inflammation, processus dynamiques mettant
en jeu de multiples acteurs et divers médiateurs, sont impliqués dans plusieurs modeles de
douleur neuropathique (Kroemer et al. 2013), y compris la lésion traumatique du nerf (Peters
et al. 2007) et la neuropathie diabétique (Chen et al. 2016). Des preuves émergentes lui
suggerent également un réle de plus en plus évident dans la physiopathologie de la NPCI,
notamment en conduisant a des dommages et a une sensibilisation de la fibre nerveuse (Lees,
Makker et al. 2017, Makker, Duffy et al. 2017). En effet, la chimiothérapie est responsable de
la libération de facteurs biochimiques a 1’origine de processus inflammatoires venant activer
ou prolonger 1’activation des nocicepteurs, et surtout d’induire une sensibilisation et une
amplification de leur réponse. L’inflammation entraine la libération de substances dont un bon
nombre sont neuroactives. Les ions potassique K+, les protons H*, I’ATP issus des cellules
immunitaires ainsi que la bradykinine sont des substances excitatrices qui peuvent
directement activer les nocicepteurs, et conduire a une douleur spontanée. Les autres
substances dites algogénes (qui induisent et maintiennent une douleur) sont avant tout
sensibilisatrices, ou la sensibilisation est caractérisée par un abaissement du seuil de
dépolarisation de la fibre sensorielle, provoquée par une modification de la perméabilité aux

ions des canaux ioniques. La sensibilisation relate donc 1’augmentation de 1’excitabilité de la
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fibre nerveuse, qui devient hypersensible aux diverses stimulations (température, toucher,
pincement...), et qui conduit a des réponses sensorielles exacerbées et engendrent des
douleurs chroniques.

Il existe une multitude de substances chimiques trés diverses, participant a cette «
soupe inflammatoire », qui interagissent entre elles et qui modulent 1’activité¢ des
nocicepteurs. Les substances algogenes peuvent étre formées localement ou étre circulantes,
et proviennent des cellules Iésées (H*, ATP, monoxyde d’azote NO, lactate...), des cellules du
systeme immunitaire (plaquettes, polynucléaires, lymphocytes, macrophages, mastocytes —
histamine, sérotonine, cytokines, facteurs de croissance...) et des nocicepteurs eux-mémes
(substance P, CGRP...). L’amplification du message et de I’inflammation est assurée non
seulement par les substances libérées au sein du foyer inflammatoire, mais également par le
biais d’un recrutement supplémentaire de fibres adjacentes activées ou sensibilisées,
notamment par le phénoméne de reflexe d’axone. C’est ce qu’on appelle ’inflammation

neurogene.

11.2.1.4.1 Les acteurs de la neuro-inflammation

Les agents chimiothérapiques exercent des effets immuno-modulateurs systémiques
qui, a des doses thérapeutiques, conduisent souvent a des effets transitoirement immuno-
supressifs due a 1’activité cytotoxique ciblant les cellules immunitaires qui se divisent
rapidement (Lees, Makker et al. 2017). Mais les agents chimiothérapeutiques peuvent
également provoquer une neuro-inflammation par I'activation de ces derniéres (Zitvogel et al.
2008). Des travaux confirment que les agents chimiothérapiques induisent l'activation de
cellules de I’immunité innée tels que les macrophages (Moalem and Tracey 2006), mais aussi
améliorent 1’activité de cellules du systétme immunitaire adaptatif, comme les lymphocytes T

et B, au niveau du sang périphérique (Lees, Makker et al. 2017). Il a été démontré dans des
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modeles murins que la chimiothérapie augmente le nombre de macrophages dans le DRG et
dans le tissu nerveux, mais également augmente leur activité (Peters, Jimenez-Andrade et al.
2007, Kiguchi et al. 2008, Liu et al. 2016). De plus, une récente étude démontre qu’il y a
¢galement une augmentation de [’infiltration de neutrophiles, qui sont des cellules
immunitaires ayant également la propriété de phagocytose, dans le DRG apres injection de
paclitaxel chez la souris (Liu et al. 2014). Le lien neuro-inflammation et physiopathologie des
NPCI est également vu par 1’utilisation de drogues connues pour supprimer I’activation des
cellules immunitaires, qui empéchent 1’hypersensibilit¢ douloureuse dans les modeles
animaux de NPCI (Lees, Makker et al. 2017). Enfin, des travaux ont mis en évidence
I’implication des granulocytes mastocytes (cellules régulatrices participant a la signalisation
et a la communication cellulaire pour coordonner la réponse immunitaire) dans la genese de
I’allodynie mécanique provoquée par 1’oxaliplatine, puisque celle-Ci est absente chez les
souris déficientes en mastocytes (Sakamoto et al. 2016). On observe également une
augmentation du nombre de cellules T-CD4+, B- et T-CD8+ infiltrantes au niveau du DRG
d’animaux traités au paclitaxel, et une diminution de I’expression des lymphocytes T anti-
inflammatoire (Liu, Zhang et al. 2014). De plus, dans cette méme étude, 1’administration
intrathécale d’un anticorps neutralisant le CD8 permet de diminuer 1’allodynie mécanique

induite par le paclitaxel chez les souris (Liu, Zhang et al. 2014).

Le systeme immunitaire n’est pas le seul acteur dans le relargage de médiateurs de
I’inflammation ; les neurones et les cellules gliales activées participent activement a la neuro-
inflammation via la sécrétion de meédiateurs qui augmentent l'excitabilité neuronale et
génerent une hypersensibilité a la douleur (Dubovy et al. 2014, Zhang et al. 2016). Ainsi, des
changements au niveau des cellules de Schwann, des cellules satellites dans le DRG et des
astrocytes dans la ME semblent étre un important composant de la NPCI, et contribuent a la

douleur neuropathique en sensibilisant et/ou en activant les nocicepteurs (Moalem and Tracey
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2006). Les cellules de Schwann et les cellules satellites du DRG répondent a la
chimiothérapie par des reprogrammations et des modifications phénotypiques qui leur permet
de sécréter des médiateurs de I’inflammation (Dubovy, Klusakova et al. 2014, Jessen and
Mirsky 2016). Ces médiateurs ainsi sécrétés peuvent non seulement augmenter 1’excitabilité
neuronale et générer une hypersensibilité a la douleur, mais permettent également de recruter
des cellules infiltrantes, tels que les macrophages, et activent ainsi le systeme immunitaire
tout en ajoutant une source supplémentaire de médiateurs inflammatoires (Dubovy,
Klusakova et al. 2014, Jessen and Mirsky 2016). La microglie (cellules macrophage-like) et
les astrocytes de la ME sont également impliqués dans le développement de la douleur
neuropathique due a leurs effets inflammatoires, et jouent ainsi un rdle dans la neuro-
inflammation induite par la chimiothérapie (Watkins and Maier 2002, Hald 2009, Gosselin et
al. 2010). Beaucoup d’études sur la NPCI démontrent une augmentation a long terme de
I’activation astrocytaire dans la ME en lien avec une augmentation de la production et de la

sécretion de cytokines (Clark et al. 2013, Ji et al. 2013).

11.2.1.4.2 Les médiateurs de la neuro-inflammation : les cytokines et les chimiokines

Les cytokines, les chimiokines et leurs effets sont bien connus dans le réle de plusieurs
formes de douleur. Ces cytokines peuvent se fixer a leur récepteur localisé sur les neurones et
les cellules gliales pour modifier les voies de la douleur, et en retour augmenter 1’expression
de cytokines de ces mémes cellules, entrainant ainsi des cascades de réactions en cycle auto-
entretenues (Lees, Makker et al. 2017). Les cytokines peuvent augmenter la douleur par de
nombreuses fagcons au niveau du SNP : au niveau des neurones du DRG et de la corne dorsale
de la ME, les cytokines peuvent conduire a une sensibilisation directe qui entraine des
décharges spontanées de la fibre (Wang, Lehky et al. 2012). De plus, certaines cytokines, en
particulier le facteur de nécrose tumoral alpha (TNF-a), sont connus pour diminuer la

signalisation inhibitrice GABAergique dans la ME par la voie de signalisation MAPK (p38) et
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augmente ainsi la signalisation du message douloureux (Wang, Lehky et al. 2012). Il est
également connu que le TNF-a est capable d’augmenter la conductance membranaire sodique
dépendant du voltage, et potassique de facon non voltage dépendant cette fois-ci, ce qui
entraine une hyperexcitabilité neuronale et contribue donc la douleur neuropathique (Jin and
Gereau 2006, Czeschik et al. 2008, Leung and Cahill 2010). Les cytokines peuvent aussi
conduire indirectement a des réponses inflammatoires en induisant le relargage par les
cellules immunitaires et par les nocicepteurs eux-mémes de bradykinine, de sérotonine,
d’histamine ou de substance P, contribuant a la sensibilisation et pouvant activer les voies
apoptotiques dans les cellules, contribuant ainsi a la douleur (Le Bars and Adam 2002) ; c’est
notamment le cas du TNF-o qui, via le récepteur TNFRI1, conduit a 1’apoptose par
signalisation de la voie des caspases (Micheau and Tschopp 2003, Thorburn 2004).

Il est connu que la surproduction chronique de cytokines aprés une lésion nerveuse
traumatique ou d'autres maladies nerveuses est impliquée dans 1’¢laboration et le maintien
d’une douleur neuropathique, et de nombreuses études pré-cliniques impliquent la
signalisation de cytokines dans le processus pathologique de la NPCI (Uceyler et al. 2007,
Dubovy, Klusakova et al. 2014). La plupart des études montrent une augmentation de
I'expression de cytokines pro-inflammatoires, tels que le TNF-a, I’interleukine (IL) 1-beta
(IL-1b) et I'IL-6, accompagnée d'une réduction dans I'expression des cytokines anti-
inflammatoires (IL-10 et IL-4) dans le DRG et la ME a la suite de la chimiothérapie
(Ledeboer et al. 2007, Burgos et al. 2012, Doyle, Chen et al. 2012, Janes et al. 2015).
Globalement, ces résultats indiquent que I'expression de cytokines pro-inflammatoires est
généralement augmentée dans le SNC et le SNP apreés le traitement chimiothérapique dans les
différents modéles rongeurs (Lees, Makker et al. 2017). Le TNF-a, I’'IL-1 et I’IL-6 sont
associées au développement de la douleur neuropathique dans différents modéles animaux. De

plus, toujours dans des modéles de douleur neuropathique, le TNF-o a été démontré comme le
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leader de I’activation en cascade d’autres cytokines, notamment del’IL1-beta, de 1’IL-6 et de
I’'IL-8 (Leung and Cahill 2010). Les chimiokines sont des cytokines aux propriétés
chimiotactiques qui contrélent la migration et le positionnement des différentes populations
de leucocytes. A ce titre il est connu que ces protéines jouent un réle critique dans I'activation
des cellules gliales et des macrophages, ainsi que dans I’infiltration tissulaire de ces derniers
dans plusieurs conditions de douleur neuropathique. Plusieurs études démontrent que la
chimiothérapie entraine une élévation de I’expression de ces cytokines. Pour exemple, on
observe une régulation positive de I'expression des chimiokines incluant la chimiokine ligand
2 (chemokine ligand 2 ou CCL2), encore appelée monocyte chimioattractant protein 1
(MCP1) et de la chimiokine motif C-X3-C ligand 1 (CX3CL1) dans les neurones sensoriels
(Huang et al. 2014, Zhang, Li et al. 2016). Ce phénomeéne permet le recrutement et I'activation
des macrophages, et est fortement lié au développement de I'hypersensibilité a la douleur
(Pevida et al. 2013, Zhang and Dougherty 2014). L’expression de CX3CL1 est principalement
augmentée au niveau du DRG, et I'utilisation d’un anticorps neutralisant la signalisation de
CX3CLI1 inhibe l'infiltration des macrophages, 1’apoptose neuronale et I’allodynie mécanique
induits par le paclitaxel (Huang, Li et al. 2014). CX3CL1 active également les macrophages,
portant le récepteur CX3CL1-R, infiltrés dans le nerf sciatique de souris traitées a la
vincristine, provoquant la production de ROS et l'activation de canaux TRPAL dans les nerfs
sensoriels, conduisant a la signalisation d’un message nociceptif (Old et al. 2014).

Chez I'Homme, les dosages de cytokines et de chimiokines sont principalement limités
au sérum ou au plasma. Certaines études montrent que la chimiothérapie entraine un relargage
massif de TNF-a dans le sérum des patients (Eisen et al. 2000, Leung and Cahill 2010), et une
¢tude suggeére que les niveaux d’IL-6 et de son récepteur soluble I’'IL-6R (SIL-6R) sont
significativement plus élevés apres la fin de la chimiothérapie chez des patientes atteints de

cancer du sein souffrant de NPCI douloureux par rapport a celles sans NPCI (Starkweather
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2010). Enfin, des preuves sont encore nécessaires pour établir une relation causale entre les
niveaux de cytokines systémiques aprés la chimiothérapie et le développement des

symptémes de la NPCI.

11.2.2. Processus physiopathologiques impliqués dans les atteintes centrales

Les données issues de I'imagerie et des études animales soutiennent I'nypothése selon
laquelle la chimiothérapie affecte la structure et la fonction cérébrale, et commencent a
fournir des preuves pour les mécanismes candidats du déclin cognitif induit par la
chimiothérapie. L'étiologie exacte des déficits cognitifs n'est pas connue, mais plusieurs
hypothéses sont suggérées. D’abord, le SNC étant isolé et protégé par une barriére étanche
protectrice, la BHE, certains auteurs supposent que la chimiothérapie, de facon directe ou non,
altére ’intégrité structurale et/ou fonctionnelle de cette barriére protectrice la rendant plus
perméable, et rendrait alors vulnérable certaines populations cellulaires, notamment a division
rapide, du SNC a la chimiothérapie directement. Nous pouvons également imaginer que la
BHE reste intégre et normalement fonctionnelle, mais que la chimiothérapie entraine une
inflammation en périphérie, dont les médiateurs iraient au niveau du SNC et activeraient la
glie et le systtme immunitaire coupables de la toxicité centrale, bien que ces deux

mécanismes puissent étre concomitants et intriqués.

11.2.2.1 La barriére hémato-encéphalique (BHE)

v Fonction et Anatomie de la BHE

L’encéphale nécessite un milieu stable pour son fonctionnement optimal. La BHE, dont
les différentes voies de passage sont représentées sur la figure 6, est un filtre extrémement
sélectif et de passage obligatoire ou les gaz (oxygene et dioxyde de carbone) ainsi que

les substances liposolubles et I'alcool peuvent librement la traverser selon leur gradient de
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concentration, alors que les molécules polaires (ionisées, hydrophiles) ne peuvent diffuser que
grace a des mecanismes de transport actifs qui font appel a des canaux et des pompes

spécifiques.

Figure 6 : Représentation schématique des voies de passage a travers la BHE (Theodorakis et al.
2017)
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La BHE, schématisée sur la figure 7, est tout d’abord une barriére physique, qui
contréle étroitement les échanges entre le sang et le compartiment cérébral, composée de trois
éléments : (i) De cellules endothéliales, constituant les vaisseaux sanguins cérébraux,
differentes de celles du reste du corps. Elles sont caractérisées par une faible activité de
micropinocytoses (Abbott et al. 2010, Knowland et al. 2014), par I’absence de fenestration, et

par la présence de complexes de jonction. Ces complexes de jonction comportent des
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jonctions serrées (Tight junctions ou TJ) et des jonctions adhérentes (AJ) qui participent
fortement a I’étanchéité de la BHE. De facon plus détaillée, les TJ sont constituées de
protéines membranaires telles que les claudines, les occludines et des molécules
jonctionnelles adhérentes (junction adherent molecules ou JAM), mais aussi de protéines
accessoires cytosoliques (ZO-1, ZO-2, ZO-3, cinguline). Les JA sont composées quant a elles
de complexes cadherine-caténine et de leurs protéines associées. Enfin, les protéines
cytosoliques se lient au cytosquelette, créant ainsi un maillage rendant le passage
paracellulaire controlé et étanche. (ii) De cellules musculaires lisses enchassees dans la
membrane basale, les péricytes, qui forment une population cellulaire plutét hétérogene et
dynamique, et dont I'expression des marqueurs de surface varie en fonction de la
différenciation cellulaire et du tissu ou ils se trouvent. Tres peu étudies, ils sembleraient étre
impliqués dans diverses taches neurovasculaires, notamment en contribuant a la stabilité du
vaisseau sanguin via la régulation du diameétre capillaire et du flux sanguin, et permettent le
contréle de l'intégrité de la BHE (Obermeier et al. 2013). (iii) De pieds astrocytaires qui
fournissent un soutien structurel, en se joignant les uns aux autres constituant alors «un
bouclier » contre tout passage d’éléments, mais également un soutien fonctionnel a la BHE
via la sécrétion de médiateurs et de facteurs neurotrophiques (IL-6, APOE2 et 3,
angiopoiétine 1, Sonic hedgehog, le facteur neurotrophique dérivé de la glie ou GDNF, le
facteur de croissance des fibroblastes 2 ou FGF2...) impliqués dans la maintenance et

I’intégrité de la BHE (Abbott 2002, Obermeier, Daneman et al. 2013, Wang and Lai 2014).
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Figure 7 : Représentation schématique de I’anatomie de la BHE (Theodorakis, Muller et al. 2017)

Lumen

wowee Claudin
z0-3 Occludin

Tight junction
—_—

Pericyte

Basement
membrane

Endothelial
cell

En plus de former véritablement une barriere physique, la BHE constitue une barriere
métabolique entre le sang et le parenchyme cérébral. En effet, les cellules endothéliales qui la
composent expriment et secrétent des enzymes, telles que la monoamine oxydase (MAQ) ou
la y-glutamyl transpeptidase (y-GT), capables d’hydrolyser des substrats susceptibles d’étre
toxiques pour le SNC (Gosselet et al. 2011). Ces mémes cellules endothéliales expriment
¢galement des pompes d’efflux appartenant a la famille des transporteurs ATP-Binding
Cassette (ABC transporteurs) qui utilisent 1’énergie issue de I’hydrolyse de I’ATP. On
retrouve ainsi les protéines de la famille des multidrug resistance-associated proteins (MRP)
qui permettent ’efflux de certaines substances, les empéchant ainsi d’atteindre le SNC. Par
exemple, il a ét¢é démontré que la protéine MRP2 est a I’origine du retour des drogues

anticancéreuses (méthotrexate, cisplatine, doxorubicine et épirubicine) dans la circulation
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sanguine (Borst et al. 2000) ; par ailleurs, MRP1 permet de facon générale de transporter les
agents chimiothérapiques appartenant a la famille des alcaloides et des anthracyclines (Borst,
Evers et al. 2000). La glycoprotéine P (P-gp), aussi connue sous le nom de MDR1, peut quant
a elle transporter activement une grande variété de molécules amphipathiques hydrophobes
hors de la cellule (Schinkel 1999), et est d’ailleurs un obstacle important empéchant I'entrée

de drogues dans le SNC (Fellner, Bauer et al. 2002).

v BHE et chimiothérapie

Le 5-fluorouracil (5-FU) montre une capacité a traverser la BHE par diffusion passive, lui
permettant d'affecter le SNC lorsqu'il est administrée par voie systémique (Wigmore et al.
2010). Ce phénomeéne a également été observé chez des primates, avec des taux détectables de
5-FU dans le liquide céphalorachidien aprés son administration intraveineuse (Schinazi et al.
1992). Une étude révele également, apres examination des concentrations de platine chez les
musaraignes musquées, la présence de cisplatine au niveau de I’encéphale et de la ME, qui
pourrait alors potentiellement contribuer aux effets secondaires neurologiques du cisplatine
(Eiseman et al. 2015). Bien que les concentrations thérapeutiques efficaces pour les
malignités du SNC n’aient pas €été€ observées, les concentrations médicamenteuses semblent
étre suffisantes pour induire des Iésions neuronales associées. Outre ces quelques études, les
analyses montrent que la plupart des agents chimiothérapiques ne franchissent pas la BHE, ou
atteignent des concentrations relativement tres faibles dans le SNC normal, due a la BHE
(Stewart 1994, Fellner, Bauer et al. 2002, Pardridge 2007, Venishetty et al. 2013). Par
exemple, une étude de van der Veldt montre que 1’absorption du docétaxel dans I’encéphale
normal est trés faible chez les patients cancéreux (van der Veldt et al. 2010). Le paclitaxel a

également été démontré comme ne franchissant pas la BHE (Fellner, Bauer et al. 2002).
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Ainsi, une premiere hypothese est de suggérer que les agents chimiothérapiques
conduisent directement et/ou indirectement a une perte de I’intégrité fonctionnelle et/ou
structurelle de cette barriére protectrice, qui rend alors possible 1’effet toxique direct des
anticancéreux sur les diverses populations cellulaires du SNC. D’autres études proposent
également que les agents cytotoxiques entrainent une réponse inflammatoire périphérique,
causant alors une toxicité au niveau du SNC indirectement via les voies de cytokines pro-

inflammatoires (Cheung et al. 2013). Ces deux théories sont présentées et résumées sur la

figure 8.
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Figure 8 : Mécanismes possibles dans |’atteinte centrale par la chimiothérapie

Deux hypothéses concernant la cytotoxicité centrale induite par la CNA. La premiére (Hypothése 1)
est basée sur la modification de [l'intégrité fonctionnelle et/ou structurelle de la barriere hémato-
encéphalique (BHE) qui devient de ce fait perméable a la suite de la chimiothérapie (circuit bleu). Les
agents antinéoplasiques accédent au systeme nerveux central, et entrainent une neurotoxicité directe
et/ou indirecte notamment au niveau des cellules prolifératives, résultant a terme a des déficits
cognitifs. La deuxiéme hypothése (Hypothese 2) est basée sur le fait que les agents chimiothérapiques
ne franchissent pas la BHE (circuit orange), mais entrainent la production de facteurs pro-
inflammatoires en périphérie qui pénétrent le SNC. Ceci résulte alors en une neuro-inflammation
chronique conduisant a une neurotoxicité sous-jacente aux déficits cognitifs.
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e Hypothese 1 : Perte de I’intégrité de la BHE suite a la chimiothérapie

Il existe peu d’études sur 1I’évaluation de la perturbation de la BHE suite aux agents
chimiothérapiques ainsi que sur les mécanismes mis en jeux. La perte de 1’intégrité structurale
et/ou fonctionnelle de la BHE pourrait s’expliquer a différents niveaux.

En premier lieu, les cellules endothéliales constituant la BHE pourraient étre atteintes.
Effectivement, des études révélent un lien entre chimiothérapie et toxicité vasculaire (Wefel et
al. 2004). Le docétaxel notamment facilite les dysfonctionnements endothéliaux a travers la
production de ROS faisant suite a un stress oxydant chimio-induit, conduisant ainsi a des
dommages de I’ADN et in fine a ’apoptose des cellules endothéliales via I’activation de la
voie des caspases (Hung et al. 2015). Il a également été suggéré que 1’épirubicine causerait
¢galement un stress oxydant endommageant les cellules endothéliales via 1’activation de la
voie p38 (Yamada et al. 2012). Les dommages de la BHE via un stress oxydant est un
phénoméne commun dans les maladies neurologiques incluant la sclérose amyotrophique
latérale ou encore la sclérose en plaques (Obermeier, Daneman et al. 2013).

Ensuite, I’augmentation de la perméabilité de la BHE pourrait étre sous-tendue par une perte
ou des modifications au niveau des jonctions serrées de ces mémes cellules endothéliales,
modifiant ainsi le passage paracellulaire a travers la barriere protectrice. En effet, il a été
montré que la chimiothérapie conduit a 1’¢laboration de processus inflammatoires (production
de cytokines) qui s’averent étre délétéres pour les jonctions serrées de la BHE, causant ainsi
des cassures partielles (Wang et al. 2014, Ren et al. 2017).

Enfin, bien qu’aucune étude n’ait été faite dans ce sens 1a, on peut également imaginer que la
chimiothérapie entraine des modifications de 1’expression de certains genes, notamment ceux
codants pour les pompes a efflux, et entraverait alors le reflux des molécules toxiques vers le

compartiment sanguin, augmentant ainsi le passage transcellulaire a travers la BHE.
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e Hypothese 2 : Théorie de ’inflammation périphérique suite a la chimiothérapie

Il est bien connu que la chimiothérapie peut entrainer des changements physiologiques,
comme une augmentation du stress oxydant et/ou la production de cytokines pro-
inflammatoires en périphérie, qui pourraient alors agir sur le SNC & travers une grande varieté
de mécanismes. A I’heure actuelle, peu d’études ont cherché a faire le lien entre cytokines et
chimiothérapie chez les patients, mais des eévidences émergentes indiquent que la
chimiothérapie serait associée a I’augmentation de cytokines, qui elle-méme est toujours
associée a une diminution de 1’habileté a apprendre, ainsi qu’a des altérations de la mémoire
de travail et des capacités cognitives (Gahtan and Overmier 2001, Sparkman et al. 2006, Ren,
St Clair et al. 2017). Quelques études relatent par exemple que la doxorubicine entraine une
augmentation de TNF-o dans le sérum des patientes, en lien avec des troubles cognitifs
(Hayslip et al. 2015). Le paclitaxel et le docétaxel ont également été montrés comme liés a
I’augmentation d’IL-6, d’IL-8, d’IL10 et de TNF-o (Penson et al. 2000, Tsavaris et al. 2002,
Pusztai et al. 2004).

La BHE peut transporter sélectivement plusieurs cytokines a travers le SNC. Cela comprend
I'IL-1 (Banks et al. 1989, Banks et al. 1993, Banks et al. 1994, Banks 2004), I’IL-6 (Banks,
Kastin et al. 1994), le TNF-a (Gutierrez et al. 1993, Osburg et al. 2002, Pan et al. 2003, Pan et
al. 2006) ou encore le facteur inhibiteur de la leucémie (LIF) (Pan et al. 2000, Pan et al.
2011). Ces cytokines sont capables de pénétrer la BHE soit par diffusion passive ou plus
généralement par endocytose médiée par des récepteurs (Pan, Kastin et al. 2003, Banks and
Erickson 2010, Lacourt and Heijnen 2017, Ren, St Clair et al. 2017). Les cytokines ainsi
transportées jouent un réle important dans les réponses physiologiques a I’inflammation
(signalisation et régulation), a la neuro-régénération en modulant les fonctions cellulaires
gliales et neuronales et interviennent également dans le métabolisme de la dopamine et de la

sérotonine (Pan, Stone et al. 2011). Bien qu’elles soient importantes pour le bon
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fonctionnement du SNC, elles jouent également un réle crucial dans le développement des
changements cérébraux et des déficits cognitifs suite a la chimiothérapie (Ren, St Clair et al.
2017). Ces cytokines au niveau du SNC activent les cellules microgliales et les astrocytes qui
secretent en retour des médiateurs pro-inflammatoires conduisant notamment a la migration
de cellules immunitaires (Hanisch and Kettenmann 2007). Les cytokines induisent également
un stress oxydant conduisant a des dommages cellulaires associés aux déficits cognitifs
(Osburg, Peiser et al. 2002, Tangpong et al. 2006, Lacourt and Heijnen 2017). Cette neuro-
inflammation au niveau du SNC est suggérée comme I’un des principaux conducteurs des

symptdmes neurotoxiques (Vichaya et al. 2015, Lacourt and Heijnen 2017).

La cytotoxicité directe des agents de chimiothérapie et les mécanismes de neuro-
inflammation se produisent tres probablement de concert. Il est bien établi qu'un certain
nombre de cytokines pro-inflammatoires ont des effets déléteres sur les jonctions serrées, et
par conséquent sur l'intégrité de la BHE. Par exemple, I’'IL-1 ou encore I’IL-6 sont des
cytokine pro-inflammatoires qui agissent a la fois sur les cellules endothéliales et sur les
astrocytes, et augmentent la perméabilité de la BHE (Wang, Jin et al. 2014), permettant ainsi
la pénétration de la chimiothérapie au niveau du SNC et entrainant une amplification de la

neurotoxicité et des symptémes cognitifs.

11.2.2.2 Toxicité des cellules cérébrales suite a la chimiothérapie

Divers mecanismes peuvent expliquer la neurotoxicité de la chimiothérapie au sein des
populations cellulaires du SNC, en particulier de cellules sensibles et vulnérables, que ce soit
de facon directe ou non. En premier lieu, le principal mécanisme d’action des agents
antinéoplasiques pour lutter contre les cellules cancéreuses repose sur la toxicité des cellules

en prolifération rapide. On peut alors suggérer, notamment si ces drogues atteignent le SNC,
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que les cellules souches prolifératives hippocampiques, et par conséquent la neurogenése
adulte, peuvent étre affectées (Pereira et al. 2014). Les cellules de la lignee
oligodendrocytaire, notamment les précurseurs d’oligodendrocytes (PO), comptent également
parmi les cellules du SNC les plus vulnérables a la chimiothérapie, en raison de leur
programme de prolifération et de différenciation (Dietrich et al. 2006, Han et al. 2008, Bradl
and Lassmann 2010).

En plus d’une toxicit¢ directe associée aux mécanismes d’action des agents
chimiothérapiques, les données cliniques suggerent un role de I’inflammation dans les
mécanismes, non seulement en entrainant des altérations de 1’intégrité structurelle et/ou
fonctionnelle de la BHE comme vu précédemment, mais également en provoquant un stress
oxydant (phénomene également induit directement par la chimiothérapie), pouvant altérer
voire conduire a I1’apoptose cellulaire. Les dysfonctionnements mitochondriaux sont
également suggérés comme intervenant dans la toxicité cellulaire induit par la chimiothérapie.
Par exemple, il est connu que les taxanes entrainent des dommages structuraux au niveau des
mitochondries, les rendant ainsi plus vulnérables aux agents chimiothérapiques (Kruidering et
al. 1997, Cardoso et al. 2008). 1l a d’ailleurs été suggéré que 1’augmentation de la demande
énergétique liée a ces dommages durant les taches cognitives, qui ne peut alors pas étre
apportée par les mitochondries, contribuerait au moins en partie a la diminution des

performances cognitives, ainsi qu’aux symptomes neurotoxiques (Lacourt and Heijnen 2017).

11.2.2.2.1 Cellules souches hippocampigues - Neurogenése

L’hippocampe est connu pour son activit¢é de neurogenése, qui l’implique alors
fortement dans les processus mnésiques (Pai and Jacobs 2004). Plusieurs études ont d’ailleurs
démontré que cette structure joue un role crucial dans les processus spatiaux, I’apprentissage
et la mémoire, qui sont sous-tendus par le processus de neurogenése (Lemaire, Tronel et al.

2012), également crucial pour 1’optimisation des fonctions cognitives (Deng et al. 2010). Des
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études montrent que les neurones nouvellement formés par neurogenése participent a
I’acquisition et au rappel de la mémoire hippocampo-dépendante (Arruda-Carvalho et al.
2011), qui dépend aussi de la difficulte de la tiche mnésique : plus la tache est complexe, plus
le nombre de nouveaux neurones recrutés est important (Epp et al. 2010). La neurogenese
adulte est un processus long, divisé en deux étapes, qui consiste en la genése de nouveaux
neurones fonctionnels dans 1’encéphale adulte : (i) La prolifération: correspond a la
formation d’un nouveau neurone. Avant de devenir des neurones différenciés, les neurones en
devenir sont des cellules souches neuronales. Afin d’assurer le maintien d’un pool de cellules
souches, les cellules suivent une division asymétrique a 1’issue de laquelle on retrouve une
nouvelle cellule souche et une cellule progénitrice (précurseur). Les précurseurs se
différencient ensuite en neuroblastes et devront suivre des étapes de maturation et
d’intégration. (ii) La maturation : fait référence a la différenciation et a I’intégration dans les
réseaux neuronaux fonctionnels existants. C’est a cette étape que les connexions dendritiques

et axonales s’établissent.

Beaucoup d’études cliniques utilisant la neuro-imagerie confirment des effets aigues et a
long terme de la chimiothérapie sur la fonction et la structure cérébrale, incluant une
diminution du volume hippocampique et une altération des fonctions hippocampo-
dépendantes. De plus, la plupart des agents chimiothérapiques utilisés en clinique pour traiter
divers cancers ont été testés chez 1’animal. Globalement, la chimiothérapie entraine une
diminution des capacités cognitives, en particulier de la mémoire spatiale chez le rongeur, en
lien avec une altération/diminution de la neurogenése hippocampique adulte (Seigers et al.
2008, ElBeltagy, Mustafa et al. 2010, Briones and Woods 2011). Ensemble, ces résultats
semblent confirmer que les agents chimiothérapiques peuvent altérer la structure et 1’activité
de I’hippocampe, de fagon indirecte et/ou directe, ce qui sous-tendrait au moins en partie les

troubles cognitifs observés.
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v Données cliniques de neuro-imagerie : modifications structurales et fonctionnelles

Les investigations de neuroimagerie, notamment par [’utilisation de I’imagerie par
résonance magnétique (IRM), aide a clarifier les effets de la chimiothérapie sur la structure
cerébrale. La plupart de ces investigations comparent en premier lieu le volume de
I’hippocampe. Ensemble, les multiples études par IRM, malgré 1’hétérogénéité existante a
travers la littérature concernant 1I’étendue de la perte volumique, mettent en évidence une
diminution du volume moyen de I’hippocampe chez les survivants du cancer faisant suite a la
chimiothérapie, qui apparait corrélée aux déficits mnésiques (Inagaki et al. 2007, McDonald
et al. 2010, Bergouignan et al. 2011, Genschaft et al. 2013, Kesler et al. 2013, Lepage et al.
2014). Ces dommages au niveau de I’hippocampe semblent se recouvrir partiellement de
facon spontanée avec le temps selon quelques études, mais montre également des
conséquences a long terme (McDonald, Conroy et al. 2010, Kesler, Janelsins et al. 2013,
Dietrich, Prust et al. 2015).

L’activit¢ de I’hippocampe semble également étre affectée par la chimiothérapie. Une
¢tude réalisée en 2012 a montré que la chimiothérapie, chez I’ Homme et chez le rat, entrainait
une modification de I’activité hippocampique des ondes théta, qui prédisent et favorisent un
apprentissage efficace, en lien avec les déficits cognitifs mnésiques (Nokia et al. 2012).
Quelques travaux par IRM fonctionnelle (IRMf) révélent une hyperactivation de la région
hippocampique apres chimiothérapie lors de tdches mnésiques (Kesler et al. 2009, Lopez
Zunini et al. 2013). Ces données suggerent ici que les patients nécessitent un niveau de
recrutement hippocampique plus important que le sujet sain pour une performance
neurocognitive identique, probablement lié a un dysfonctionnement et a une diminution de
I’efficacité de 1’hippocampe. Par ailleurs et de fagon inverse, la plupart des études relatent une
hypoactivation de cette région, mais également du cortex préfrontal, pendant certaines taches

cognitives, corrélée avec les performances (de Ruiter, Reneman et al. 2011).
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v Données précliniques sur les modeéles animaux

Aux vues de ce qui est observé en clinique, les études comportementales sur 1’animal
ciblent notamment des taches cognitives hippocampo-dépendantes. L’étude des substrats
neurobiologiques, de ce fait, évalue particulierement la toxicité hippocampique et la
neurogenése. Ce processus de neurogeneése est évalué par [I’utilisation de marqueurs
spécifiques endogénes du cycle cellulaire. Ces marqueurs comprennent des antigénes
nucléaires, tels que le Ki67, qui est uniquement exprimé dans les cellules prolifératives, a tous

les stades du cycle cellulaire (Scholzen and Gerdes 2000, Stoeber et al. 2001, Kee et al. 2002).

Plusieurs agents chimiothérapeutiques ont été utilisés pour évaluer le lien entre
chimiothérapie, neurogenése/toxicité hippocampique, et déficit cognitif chez le rongeur.
Ainsi, les alkylants (sels de platine et cyclophosphamide), les anti-métabolites (5-FU et
méthotrexate), les anthracyclines (doxorubicine) et les taxanes (docétaxel et paclitaxel), en
administration seuls ou combinés, s’avérent associés a une dégénérescence au niveau de
I’hippocampe, et a des anormalités comportementales chez les rongeurs. Les études évaluant
les effets du méthotrexate combiné a la 5-FU (Winocur et al. 2006, Foley et al. 2008, Winocur
et al. 2012) chez la souris mettent en évidence la présence d’altérations de la mémoire
spatiale, en plus d’une diminution des capacités d’apprentissage suite a la chimiothérapie. Le
mélange cyclophosphamide/méthotrexate/5-FU (mélange CMF) (Briones and Woods 2011)
chez le rat conduit également a des troubles de la mémoire et de I’apprentissage, en lien avec
une diminution de la prolifération des cellules hippocampiques. De multiples études ont
également évalué les effets toxiques du méthotrexate, du 5-FU et du cyclophosphamide en
monothérapie. Chez le rat, le méthotrexate s’est révélé étre nocif pour les performances de la
mémoire spatiale et non spatiale, en corrélation avec une toxicité hippocampique visualisée
par une diminution de la prolifération et de la survie cellulaire (Seigers et al. 2008, Lyons et

al. 2011). Concernant le 5-FU, on observe une diminution des capacités de la mémoire de
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travail (EIBeltagy et al. 2010), un trouble des fonctions exécutives reflété par une altération de
la flexibilité et de la réaction a la nouveauté, mais pas d’impact sur la mémoire a long terme
(Dubois et al. 2014). Ces déficits sont encore une fois liés a une diminution de la prolifération
cellulaire hippocampique in vivo (ElBeltagy, Mustafa et al. 2010, Dubois, Lapinte et al.
2014). Des eétudes in vitro montrent également une toxicité cellulaire induite par le 5-FU
(Dubois, Lapinte et al. 2014). Les résultats sont plus variables concernant les effets du
cyclophosphamide au niveau cérébral chez les rongeurs. Yang et ses collaborateurs en 2010
(Yang et al. 2010) démontrent que le cyclophosphamide induit des déficits cognitifs lors de
tache d’évitement passif et de reconnaissance de nouvel objet. Ces déficits sont en lien avec
une diminution du nombre de cellules Ki67-doublecortine positives, marqueur de nouveaux
neurones, qui se reverse spontanément entre 2 et 10 jours. A I’inverse, Lyons et ses collegues
(Lyons, ElBeltagy et al. 2011) n’observent pas de déficit cognitif suite au cyclophosphamide,
bien que la chimiothérapie entraine tout de méme une diminution de la survie cellulaire
hippocampique sans affecter la prolifération. Ces résultats semblent indiquer que le
cyclophosphamide entraine une toxicité accrue des nouveaux neurones hippocampiques. Dans
cette étude, les auteurs suggerent que le cyclophosphamide semble étre moins toxique que les
autres agents avec lesquels il est couramment combiné en clinique (Lyons, ElBeltagy et al.
2011). Les alkylants sels de platine ont également été évalués sur des modeles précliniques
rongeurs. Globalement, on observe une diminution des performances cognitives avec une
diminution du nombre de cellules doublecortine positives dans 1’hippocampe suite a
I’administration de cisplatine (Chiu et al. 2017) et d’oxaliplatine (Fardell et al. 2012), bien
que 1’oxaliplatine semble moins toxique seul qu’en combinaison a la 5-FU concernant des
taches hippocampo-dépendantes (Fardell, Vardy et al. 2012). Ces résultats suggérent que la
combinaison d’agents cytotoxiques peut €tre un facteur aggravant de I’apparition et/ou de la

sévérite du syndrome chemobrain. Peu d’études ont porté sur 1’évaluation des effets des
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anthracyclines. Cependant, Christie et ses collegues ont montré que la doxorubicine induit un
déclin cognitif associé a une diminution de la neurogenése hippocampique adulte chez le rat
(Christie et al. 2012). Enfin, concernant les taxanes, le paclitaxel se révéle étre toxique pour la
neurogeneése, et induit également des déficits mnésiques (Huehnchen et al. 2017). Plusieurs
résultats révelent egalement chez la souris et le rat que le docétaxel conduit a des deficits de la
mémoire spatiale et non spatiale (Fardell et al. 2013, Fardell et al. 2014, Callaghan and
O'Mara 2015, Seigers et al. 2015, Seigers et al. 2016), avec également une atteinte des
fonctions exécutives, et en particulier de I’attention (Seigers, Loos et al. 2015, Seigers, Loos
et al. 2016). Malheureusement, seule une étude répertoriée ici a évalué la toxicité
hippocampique, révélant aucun effet concernant les cellules Ki67 ou doublecortine positives

(Seigers, Loos et al. 2016).

11.2.2.2.2 Cellules progénitrices des oligodendrocytes et pathologie de la substance
blanche

Les oligodendrocytes sont les cellules myélinisantes du SNC. lls sont le produit final
d'une lignée cellulaire qui doit subir un programme de prolifération, de migration et de
différenciation pour finalement produire la gaine de myéline des axones, formant la substance
blanche (SB). Les oligodendrocytes dérivent de cellules précurseurs d’oligodendrocytes (PO),
distinguées des autres cellules gliales notamment par leur expression du sulfate de
chondroitine protéoglycane NG2, et connues comme prolifératives a I'age adulte (Dawson et
al. 2003). Ces cellules PO subissent une division d'auto-renouvellement et se différencient en
oligodendrocytes myélinisants (Dimou et al. 2008, Robins et al. 2013). Les cellules dérivées
des PO peuvent donc servir a la myélinisation des axones non myélinisés, au remodelage de la
myéline existante, et a la réparation aprés démyélinisation (Robins and Kokoeva 2018).

Des études cliniques utilisant la neuro-imagerie démontrent des changements de la SB qui

sont courants, et qui semblent se stabiliser dans le temps (Deprez et al. 2012). Certains auteurs
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ont émis I'hypothése que I'incidence de la modification de la SB liée a la chimiothérapie a
forte dose dépasse probablement les 50 %, et pourrait survenir entre un et trois mois apres le
début de la chimiothérapie (Deprez, Amant et al. 2012). Les études précliniques quant a elles
ont permis de mettre en évidence une relation potentielle entre les lésions des cellules
progeénitrices, le maintien de l'intégrité de la SB et les troubles cognitifs (Dietrich, Han et al.

2006, Dietrich et al. 2008, Han, Yang et al. 2008).

v Données cliniques en neuro-imagerie

Différentes études utilisant I’IRM ont évalué les changements structuraux de la SB au
niveau du SNC chez des patients ayant suivi un traitement chimiothérapique. Ces études
révelent que la doxorubicine, 1’épirubicine, le cyclophosphamide, le méthotrexate, le 5-FU ou
encore le paclitaxel sont associés a une diminution du volume et de I’intégrité de la SB, en
particulier au niveau du cortex préfrontal, de la région hippocampique et parahippocampique,
du cortex cingulaire et du corps calleux (Linnebank et al. 2005, Reddick et al. 2006, Abraham
et al. 2008, Matsos et al. 2017). Ces modifications de la SB sont corrélées a une diminution de
’attention, de la concentration, de la vitesse de traitement et de la mémoire chez les patients
(Correa et al. 2004, Reddick, Shan et al. 2006, Inagaki, Yoshikawa et al. 2007), et peuvent
étre encore observables plusieurs mois (Correa, DeAngelis et al. 2004, Deprez, Amant et al.
2012), voire méme années (Abraham, Haut et al. 2008, Matsos, Loomes et al. 2017), aprés la
fin du traitement chimiothérapique. Une étude utilisant la méthode d’imagerie par tension de
diffusion (Diffusion Tensor Images ou DTI) montre une diminution de I’anisotropie dans le
genou du corps calleux, ainsi qu’au niveau du cortex frontal et temporal (Schagen and Wefel
2013), pouvant étre relatée par une démyélinisation de la SB des axones ou d’éventuels

dommages axonaux apres la chimiothérapie.
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Globalement on retrouve chez le rongeur des dommages des oligodendrocytes post-
mitotiques matures et des populations immatures progénitrices PO suite a 1’administration de
chimiothérapie. Le cyclophosphamide, le méthotrexate, le 5-FU, la doxorubicine, le cisplatine
ou encore le paclitaxel entrainent une diminution de la mémoire en lien avec des changements
de la myeélinisation, en particulier au niveau du corps calleux, et une diminution du nombre de
PO et de I’expression de marqueurs de I’intégrité des oligodendrocytes tels que la protéine
basique de la myéline (myelin basic protein ou MBP) ou le facteur de transcription
oligodendrocytaire Olig2 (Gregorios et al. 1989, Dietrich, Han et al. 2006, Han, Yang et al.
2008, Briones and Woods 2014, Chiu, Maj et al. 2017). Des études in vitro montrent
également que le cisplatine est létale pour les PO en culture, et que le 5-FU diminue leur
division et favorise leur mort cellulaire (Dietrich, Han et al. 2006). Ensemble, les études in
vitro et in vivo ont montré que la chimiothérapie diminue le nombre de cellules PO, et
diminue leur habileté a se diviser et se différencier en cellules matures (Briones and Woods

2014).

Les études cliniques de neuro-imagerie et les recherches précliniques aprés traitement
chimiothérapique suggerent une pathologie de la SB, ou la SB commissurale semble plus
affectée que les fibres de projections (Matsos, Loomes et al. 2017). La relation entre SB et
cognition est bien établie ; la vitesse de traitement, le temps de réaction, la mémoire (rappel
mnésique, mémoire épisodique et de travail) ainsi que les fonctions exécutives sont des
processus associés a la densité de fibres, au diametre axonal mais également a 1’état de
myélinisation (Matsos, Loomes et al. 2017). La chimiothérapie, a travers cette toxicité de la
SB, peut altérer les processus de réparation, le réapprovisionnement cellulaire et la conduction
nerveuse (Dietrich, Han et al. 2006, Han, Yang et al. 2008), participant ainsi au déclin

cognitif.
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11/ Troubles neurologiques Induits par Ila
chimiothérapie néoadjuvante (CNA) du cancer du
sein

Les cancers du sein se situent au premier rang des cancers incidents chez la femme,
nettement devant le cancer colorectal et le cancer du poumon. C’est également la premiére
cause de déces par cancer chez les femmes dans le monde, avec 18,2 % des déces féminins
par cancer. Il représente par ailleurs pres de 8 % de I’ensemble des déces par cancer tous
sexes confondus (Ferlay et al. 2013). Cependant, on observe une augmentation du nombre de
survivants d’un cancer du sein, ou la survie relative dans les 5 ans est supérieure a 80 % dans
la plupart des pays développés (De Angelis et al. 2014). Ceci peut étre interprété comme le
résultat des améliorations du diagnostic précoce, ainsi que des avancées dans les traitements
anticancéreux. Parmi les traitements des cancers du sein, la chimiothérapie pré-opérative dite
néoadjuvante (CNA), dont les protocoles modernes font appels aux anthracyclines et aux
taxanes, est entrée en routine thérapeutique du fait de ses apports bénéfiques spécifiques pour
les patientes par rapport a la chimiothérapie adjuvante. La CNA répond a plusieurs objectifs,
dominés par 1’obtention d’une conservation mammaire. Malheureusement, la CNA est
également associée a une neurotoxicité du SNP et du SNC entrainant des troubles
neurologiques partageant les caractéristiques communes aux troubles chimio-induits traités
dans le chapitre précédent.

Dans le but de bien comprendre I’importance de la CNA dans le traitement du cancer
du sein et ses conséquences physiopathologiques, ce chapitre complémentaire aborde plus en
détail les spécificités de la CNA : son principe, ses objectifs, les CNA standards utilisées et

I’incidence plus spécifique des troubles neurologiques qui lui sont associés.
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I11.1. La chimiothérapie néoadjuvante du cancer du sein
111.1.1. Principe et objectifs de la CNA

La CNA, également dénommée thérapie d’induction ou pré-opérative, est un
traitement systémique par des agents antinéoplasiques qui, a la différence de la thérapie dite
adjuvante, est administrée en premiére intention, c’est-a-dire avant le traitement principal
locorégional qui est le plus souvent la chirurgie et/ou la radiothérapie (Masood 2016). La
CNA, tout comme la chimiothérapie adjuvante, permet de traiter la maladie métastasique en
limitant les risques de récidives, mais son apport spécifique est d’offrir une diminution du
volume tumoral. En induisant une nette régression du volume tumoral, la CNA rend possible
non seulement la chirurgie dans les cas de cancers avancés qui sont non opérables d’emblés,
mais améliore également la résection chirurgicale conservatrice, en évitant la mastectomie
(Masood 2016). Historiqguement initiée dans les années 70 pour le traitement des tumeurs
localement avancées afin d’améliorer la survie en comparaison a un traitement local exclusif,
face aux résultats encourageants obtenus la CNA s’est progressivement imposée comme pilier
de I’approche thérapeutique des sujets avec cancer du sein de tous stades, y compris pour les
tumeurs opérables d’emblée (Masood 2016). La CNA offre également d’autres bénéfices,
notamment 1’opportunité d’évaluer la réponse au traitement par la réponse pathologique
compléte qui est un marqueur de survie. Elle permet également 1’évaluation plus rapide de
I’efficacit¢ de nouveaux agents thérapeutiques, et donc 1’arrét de fagon précoce des
traitements inefficaces (Masood 2016). En outre, la CNA permet d’étudier directement la
sensibilité de la tumeur aux traitements, et d’identifier celles dont la réponse compléte serait
associee a un bon pronostic ainsi que celles dont la réponse partielle serait associée a une
résistance, et donc a un pronostic moins favorable.

La CNA permet donc aux patientes qui en bénéficient d’obtenir une meilleure

éradication, et de surcroit plus précoce, de la maladie métastatique. En permettant de tester la
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chimio-sensibilit¢ tumorale, la CNA offre également la possibilit¢ d’une adaptation
individuelle a la chimiothérapie. En rendant possible la chirurgie et/ou en offrant la possibilité
de la rendre conservatrice, la CNA améliore alors la préservation de I’intégrité physique et
psychologique des patientes, pour lesquelles la perte d’un sein a un impact sur le plan

physique mais également psychologique, en modifiant souvent 1’image de soi.

111.1.2. Bénéfices et réponse classique suite a la CNA

Depuis I’introduction de ce concept, on observe une augmentation significative du
taux de thérapie conservatrice et de conservation mammaire. La CNA entraine une réduction
nette du volume tumoral des cancers du sein de plus de 50% dans plus de 60% des cas, ce qui
permet d’éviter la mastectomie chez environ 25 a 50 % des patientes selon les études, méme
si pour certaines patientes (moins de 5%) originairement candidates pour une chirurgie
conservatrice subissent une mastectomie a cause de la progression de la maladie (Spanheimer
et al. 2013, Masood 2016). Dans les différentes études, globalement aprés CNA, les réponses
cliniques complétes sont observées dans 20 & 50% des cas, autorisant une conservation
mammaire de 60 a 80% et une survie a cing ans aux alentours de 50-70% (Masood 2016). La
chimiothérapie d’induction semble donc répondre a son premier objectif en augmentant
significativement 1’accés a la chirurgie aux stades avancés et la fréquence de conservation
mammaire. Par contre, aucune amélioration significative de la survie par rapport a la thérapie
adjuvante n’a été démontrée, mais il semble acquis que la chimiothérapie d’induction ne soit

pas délétére sur la survie.

111.1.3. Traitements standards utilisés : thérapies séquentielles anthracyclines et taxanes
Aucun régime de chimiothérapie standard n'a été identifié pour traiter le cancer du
sein. Les chimiothérapies a base d'anthracyclines et de taxanes ont largement été étudiées

dans des essais cliniques (Kaufmann et al. 2006, Van de Wiel et al. 2017) donnant lieu a un
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accord sur leur utilisation comme premier choix de traitement. Ainsi, ce sont les traitements
les plus frequemment prescrits chez les patientes (Kaufmann, von Minckwitz et al. 2003,
Hainsworth et al. 2006, Lombardi, Scalone et al. 2010). Dans les années 90, la CNA basée sur
I’utilisation d’anthracyclines seules est fréquente (Therasse et al. 2003). Cependant, plusieurs
années plus tard, des études ont notifié que 1’adjonction de taxane, en particulier du docétaxel,
permettait d’augmenter le taux de réponse clinique et de réponse histologique compléte par
rapport a I’utilisation d’anthracycline seule (Goble and Bear 2003).

I1 est a noter que la séquence d’administration des agents cytotoxiques semble étre un
élément non négligeable pour la réussite et la sureté du traitement. En effet, plusieurs essais
cliniques montrent que I’administration séquentielle d’anthracycline suivie de taxane, qui est
plus bénéfique que I’administration concomitante (von Minckwitz et al. 2005, Shao et al.
2012), entraine également moins d’effets secondaires (Eiermann et al. 2011).

Concernant le choix des molécules appartenant a la famille des anthracyclines et des
taxanes, différents essais cliniques de phase I/1, I1, 111 ainsi que des études rétrospectives ont
montré des résultats prometteurs et encourageants quant a 1’utilisation de I’épirubicine (EPI-
anthracycline) suivie du docétaxel (DO-taxane), qui ont I’avantage d’avoir moins d’effets
secondaires que leur analogue respectif, la doxorubicine et le paclitaxel (Fabi, Papaldo et al.
2004, Hainsworth, Yardley et al. 2006, Lombardi, Scalone et al. 2010, Eckhoff et al. 2011,
Schonherr et al. 2012, Trudeau et al. 2015). De plus, il est connu qu’il n’existe pas
d’interaction pharmacocinétique entre EPI et DO (Pagani et al. 1999). C’est pour ces raisons
qu’en France, pour traiter les cancers du sein, I’association la plus fréquemment utilisée par
les cliniciens oncologues fait appel a plusieurs cures d’EPI suivies de plusieurs cures de DO,

appelée CNA Taxotere™ séquentielle.
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I11.1.4. Toxicité et effets secondaires

Malheureusement, la CNA induit des effets secondaires délétéres pour les patientes,
conséquences de sa toxicité sur les cellules saines. La plupart de ces effets secondaires sont
communs a toutes les drogues, mais présentent des degrés de sévérité variables selon le type
de chimiothérapeutique utilisé, de la dose cumulée, de la fréquence d’administration et de la
susceptibilité individuelle.

De facon courante, la chimiothérapie entraine des troubles digestifs caractérisés par
des nausées, des vomissements, des diarrhées/constipations ou encore des modifications du
godt. La toxicité hématologique liée a I’effet myélosuppresseur des antinéoplasiques entraine
fréguemment des modifications de la numération de la formule sanguine. On retrouve ainsi
chez les patientes des altérations de la production par la moelle osseuse des globules blancs
(neutropenie), des globules rouges (anémie), et des plaquettes (thrombopénie). Les patientes
peuvent également souffrir de troubles de la peau (sécheresse par exemple), des muqueuses
(mucites), des cheveux (alopécie) et/ou des ongles (Fabi, Papaldo et al. 2004, Walker, Eremin
et al. 2011). Les patientes rapportent également une grande fatigue (asthénie) surtout
fréquente dans les jours qui suivent I’administration de la chimiothérapie. Cette fatigue peut
avoir des causes variées et parfois intriquées. Elle peut étre le biais d’autres effets indésirables
induits comme [’anémie, la déshydratation en rapport avec une diarrhée et/ou des
vomissements, ou étre liée directement a la chimiothérapie. Certaines classes de
chimiothérapie entrainent également une toxicité spécifique. L utilisation d’anthracyclines est
notamment souvent associée a une forte toxicité myocardique conduisant a une insuffisance
cardiaque (Dong and Chen 2018, Yu et al. 2018).

Nous avons vu précédemment que, parmi les effets secondaires de la chimiothérapie,
les patientes présentent fréquemment des troubles du systéme nerveux. Ces troubles

neurologiques représentent les effets secondaires non-hématologiques les plus séveres et les

85



INTRODUCTION Partie 111/ Troubles neurologiques induits

par la CNA du cancer du sein

plus handicapants, et constituent un frein au traitement antitumoral. On retrouve notamment

des altérations du SNP, sans épargner le SNC.

I11.2. Troubles neurologiques induits par la CNA

D’un point de vue sémiologique et physiopathologique, les troubles neurologiques
CNA-induits partagent des points communs avec les troubles neurologiques causés par
d’autres agents chimiothérapeutiques. Globalement, la CNA provoque I’apparition d’une
neuropathie périphérique a prédominance sensitive, et des troubles cognitifs regroupés sous le
terme du syndrome du chemobrain.

Ainsi, plusieurs études révelent que les complications neurologiques secondaires au
traitement CNA du cancer du sein sont fréquentes, et sont un facteur important de morbidité
chez les patientes. La quantification de I’incidence des complications neurologiques dans le
traitement du cancer du sein durant la premiere année apres le diagnostic montre que 48% des
patientes présentent des complications neurologiques (Pereira, Fontes et al. 2014). Parmi les
troubles neurologiques induits par la CNA du cancer du sein utilisant I’EPI suivi du DO, 20 a
55% des patientes développent une NPCI a la fin ou durant la premiére année de traitement
chimiothérapique (Kaya et al. 2010, Pereira, Fontes et al. 2014, Pereira et al. 2015, Lee et al.
2018). Pour prés de 20% des patientes, ces troubles neurologiques du SNP se développent
sous une forme chronique et deviennent persistants (Lee, Jung et al. 2018). Les neuropathies
motrices associées a la CNA sont moins fréquentes que les neuropathies sensorielles : pour
plus de 30% des patientes la NPCI est douloureuse, alors que les troubles moteurs
apparaissent dans 7 a 20% des cas (Pereira, Fontes et al. 2015). Enfin, plusieurs études
révelent ’apparition de déficits cognitifs sous la forme de troubles mnésiques, attentionnels et
des fonctions exécutives pour 10 a 30% des patientes (Hermelink et al. 2007, Pereira, Fontes

et al. 2015).
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Ces dysfonctionnements fréquents retentissent sur la qualité de vie des patientes, sur
leur capacité a travailler ou a effectuer des activités normales de la vie quotidienne, et
affectent leur niveau de confiance. De plus, ’apparition et/ou la sévérit¢ de ces troubles
neurologiques peut également contraindre a modifier voire arréter le traitement anti-tumoral.
Ceci a pour conséquences, en plus d’affecter la survie globale, d’empécher les patientes de
bénéficier du protocole de chimiothérapie optimal permettant une chirurgie conservatrice, les
privant ainsi des bénéfices de la CNA. La prise en charge de ces troubles neurologiques est

donc d'une importance primordiale.
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I\VV/ Prise en charge thérapeutique et inefficacité des
traitements actuels contre les troubles neurologigques
chimio-induits

Dans le chapitre I, nous avons abordé la complexité et le caractére multifactoriel des
mécanismes liés aux troubles neurologiques chimio-induits. Le caractére complexe de la
physiopathologie sous-jacente aux troubles neurologiques chimio-induits rend difficile et
problématique leur diagnostic, leur compréhension, et de ce fait leur prise en charge. Le
développement d'interventions fiables et efficaces pour lutter contre le syndrome du
chemobrain a également été retardé par les difficultés dans la conceptualisation et dans
I’évaluation de ce syndrome (Ahles 2012).

L’un des défis actuels concerne la prise en charge et la prévention de ces troubles
neurologiques secondaires a la chimiothérapie. En effet, a I’heure actuelle les thérapeutiques
proposées sont non spécifiques et controversés, et visent en premier lieu a améliorer la qualité

de vie des patientes en traitant leurs symptémes.

IV.1. Présentation des traitements actuels et de leur inefficacité

IV.1.1 Prise en charge des neuropathies périphérigues chimio-induites

Compte tenu du caractére prédominant sensoriel des NPCI, les médications actuelles
visent a traiter la douleur neuropathique, définie par I’association internationale pour 1’étude
de la douleur (International association for the study of pain - IASP) comme étant une
douleur liée a une lésion ou une maladie affectant le systeme somatosensoriel. Afin de
faciliter le traitement de la douleur neuropathique, des guides de pratique clinique ont été
publiés par un certain nombre d'associations professionnelles internationales et régionales,

telles que I'TASP, la fédération Européenne des sociétés neurologiques (the European
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Federation of Neurological Societies ou EFNS), I’Institut national d’excellence en santé et
soins (the National Institute for Health and Care Excellence ou NICE) et la société

canadienne de la douleur (the Canadian Pain Society ou CPS) (Cruccu and Truini 2017).

A T’heure actuelle, il n’existe pas de traitements spécifiques et curatifs des NPCL
Cependant, des traitements symptomatologiques ayant donné une certaine efficacité dans
d’autres pathologies sont utilisés. Il existe un large consensus parmi les lignes directrices sur
le traitement pharmacologique de la douleur neuropathique (Deng et al. 2016), récapitulé dans
le tableau 9. Ainsi, trois classes de médications ont regu une forte recommandation pour le
traitement de premiere ligne dans toutes les lignes directrices de conduite : les antidépresseurs
tricycliques (TCA-Amitriptyline, Nortriptyline), les antidépresseurs inhibiteurs de recapture
de la sérotonine et de la noradrénaline (Duloxetine, Venlafaxine) et les antiépileptiques
ligands du canal alpha-2-delta calcique (Gabapentine, Pregabaline). Il est a noter que les
agents tricycliques sont moins tolérés et présentent plus de contre-indications que les
inhibiteurs de recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, notamment chez les personnes
agées (Watson et al. 1998, Cruccu and Truini 2017). En deuxiéme ligne, les praticiens
peuvent avoir recours a l’utilisation d’analgésiques opioides (Tapentadol, Tramadol) pour
lutter contre la douleur. Enfin, en 3°™ et 4°™ [ignes, d’autres analgésiques opioides forts, des
agents antiépileptiques autres que les gabapentinoides (Lamotrigine), ou des cannabinoides
sont recommandés par la plupart des guidelines (Pachman et al. 2014, Kim et al. 2015, Cruccu

and Truini 2017, Fornasari 2017).
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Tableau 9 : Recommandations dans le traitement des douleurs neuropathiques (Modifié de Cruccu et Truini,
2017)

Neuropathie Névralgie Neuropathie Toutes les douleurs
diabétique trigéminale post-herpétique neuropathiques
Duloxetine _ Amitriptyline
Gabapentine
Gabapentine Carbamazepine Duloxéti
. Pregabaline ufoxetine
1°"¢ ligne Pregabaline
Oxcarbazepine TCA Gabapentine
TCA
_ Patch Lidocaine Créme Prégabaline
Venlafaxine

L’un des trois médicaments
oraux restant de la 1% ligne
. Opioides forts
2°™ ligne Tramadol Tramadol
Créme Capsaicine -

P Opioides forts

Créme ou patch Lidocaine

L’un des trois médicaments
oraux restant de la 1% ligne

Opioides forts

3éme et Cannabinoides
. ) Opioides forts -
4eme ||gne Lamotrigine
Lacosamide

Toxine Botulique

Creme ou patch de Lidocaine

TCA : Antidépresseur tricyclique
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Certains de ces agents ont été étudiés dans des essais contr6lés randomisés pour le
traitement des NPCI (récapitulés dans le tableau 10), dont le succes était limité. Les essais
cliniques des agents antiepileptiques gabapentine (Rao et al. 2007) et lamotrigine (Rao et al.
2008) et les antidepresseurs nortriptyline (Hammack et al. 2002) et I'amitriptyline (Kautio et
al. 2008) ont tous été négatifs. Dans I'étude EFFOX, Durand et ses collaborateurs (Durand et
al. 2012) ont évalué I'efficacité de la venlafaxine (antidépresseur inhibiteur de recapture de la
sérotonine et de la noradrénaline) contre la neurotoxicité induite par I'oxaliplatine. Dans cet
essai portant sur 48 patients et contr6lé par 1’utilisation de placebo, la venlafaxine peut fournir
un soulagement dans la récurrence de la neurotoxicité aigué. Un mélange topique de
bacloféne (agoniste du récepteur GABA-B), damitriptyline et de kétamine, ou appelé
mélange BAK, a été étudié par Barton et ses collegues (Barton et al. 2011) pour traiter la
NPCI chez des patients. Les auteurs ont supposé, du fait des nombreuses voies complexes
dont résulte la NPCI, qu’une combinaison de médicaments avec des mécanismes d'action
uniques mais complémentaires peut étre bénéfique pour sa prise en charge. Par rapport a
’utilisation de placebo, ce traitement local entraine une diminution des troubles liés a la
neuropathie motrice et une tendance a I'amélioration concernant la neuropathie sensorielle.
Cependant, I'effet global reste mitigé et modeste. Un autre groupe a évalué l'utilisation d’un
mélange d'amitriptyline et de kétamine, ou dit mélange AK, en application locale, et n'a
trouvé aucune réduction significative des symptdmes neuropathiques (Gewandter et al. 2014).
Seule véritablement la duloxétine (DU), inhibiteur de recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline recommandée dans le traitement de la neuropathie diabétique, s'est révélée plus
ou moins efficace dans le traitement de la NPCI. Un essai clinique de phase 3, randomisé et
en double aveugle, contr6lé par 1’utilisation de placebo a évalué 1'utilisation de la DU dans le

traitement des NPCI douloureuses (Smith, Pang et al. 2013). Les auteurs ont constaté que
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I'utilisation de la DU entraine une réduction de la douleur pour 59% des patients dans cette

étude.

Tableau 10 : Caractéristiques et résultats des essais controlés randomisés pour le traitement des NPCI

e ez . Drogue
Agen':jgtslédle et Nb gi';lier:]ts ot causant Résultats Résultats secgr?;e;?res Références
g NPCI généraux
Amitriptyline Total 33
. Alcaloides
10mg/j avec Placebo 16 Globale Fatigue Kautio et al
augmentation Sels platine | amélioration Négatif 2008
10mg/sem Amitriptyline 17 non significative Tachychardie
Taxanes
Max 50mg/j pdt 8 Double aveugle
semaines
Nortriptyline Total 51 2
Pty Bouche seche
25mgl/j avec Double aveugle Cislati z_as _de ion d Néaatif | Verti Hammack et
augmentation N Isplatine |m’|nl;t,|o'n es egati ertiges al., 2002
25mg/sem Etude croisée paresthesies Constipation
apres 4sem
Max 100mg
Total 48 Nausée
Venlafaxine ]
Placebo 24 Soulagement de vomissements
s - . Durand et
50mg 1h avant la Oxaliplatine | la neurotoxicité Positif Asthénie al. 2012
chimiothérapie puis | Venlafaxine 24 aigue !
37,5mg 2 foislj
g J Double aveugle Somnolence
Total 231 :
Duloxétine Sels platine Fatigue (7%)
_ . Double aveugle Diminution de Positif | Insomnie (5%) Smith et al.,
30mg/j 1sem puis o Taxanes la douleur 2013
_ Etude croisée Nausée (5%)
60mg/j 4sem aprés 5 sem ’
Gabapentine Total 115 . Pas de
Sels platine différence
300mg avec Double aveugle Taxanes | DOuUleUrs Négatif | Si9nificative Raoetal,
augmentation de » « moyennes » g dans la toxicité 2007
300mg Etude croisée Alcaloides entre les
_ 6sem groupes
Max 2700mg/j-6sem
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e i . Drogue
Agenggtslédle et Nb ;()jzl';lier:lts et causant Résultats Résultats secE:?de;?res Références
g NPCI généraux
o Total 125 Douleurs Pas de
Lamotrigine Sels platine | « MOYENNes », différence
Placebo 62 pas de e
25, 50, 100 ou Taxanes différence Negatif Zlgmflmatlv_e_ ; Ragoegsal.,
150mg 2fois/j Lamotrigine 63 significative ans la toxicite
pendant 2sem Alcaloides | ontre Jes entre les
Double aveugle groupes groupes
BAK en gel Pas
; d’amélioration
Total 203 Sels platine Pas de
1.31g de gel significative de différence
contenant 10m i
. g Placebo 102 Taxanes la neur_opathle Négatif- | significative Barton et al.,
Bacloféne, 40mg sensorielle o 2011
Amitriptyline et BAK 101 Alcaloides Modeste | dans la toxicité
20mg Kétamine | Amélioration de entre les
Double aveugle Thalidomide la neuropathie groupes
2 fois/j pendant motrice
4sem
; Pas de
Al en creme Total 458 — différence
49 2 fois/j pendant Pas de reduction significative Gewandter
g P Placebo 231 Taxanes de la douleur et Négatif g - W
6sem des paresthésies dans la toxicité | etal., 2014
AK 227 P entre les
groupes

[Selon et modifié de (Bakogeorgos and Georgoulias 2017)]
AK : Amitriptyline ; BAK : Bacloféne-Amitriptyline-Kétamine
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Concernant la prévention ou la limitation de I'incidence et de la séverité de la NPCI,
malgré plusieurs efforts et études, aucun traitement efficace n'existe, et aucun agent établi
n'est recommandé (Bakogeorgos and Georgoulias 2017). Les récentes guidelines publiées par
I’association américaine d’oncologie clinique (American Society of Clinical Oncology —
ASCO) sur la prévention des NPCI, basées sur une revue systématique de 42 essais cliniques
randomisés portant sur 18 agents, constatent qu’il n’existe pas d’agent qui montrent des
bénéfices cliniques concluants pour la prévention des NPCI (Hershman et al. 2014,
Bakogeorgos and Georgoulias 2017). De plus, aux Etats-Unis, I’Institut National pour le
cancer (The national cancer institute - NCI) a sponsorisé 15 essais cliniques pour étudier la
prévention de la NPCI. Parmi ces études, encore une fois seule la DU a été montrée comme
une aide, mais toujours mitigée, pour lutter contre 1’apparition des douleurs neuropathiques de

la NPCI (Staff et al. 2017).

Tous ces composés précités, en plus de présenter des effets secondaires et des
phénomeénes de tolérance et d'addiction, montrent une efficacité mitigée voir absente pour
lutter contre les NPCI et pour prévenir leur apparition et/ou leur sévérité (Pachman, Watson et
al. 2014, Kim, Dougherty et al. 2015, Cruccu and Truini 2017), méme s’ils sont largement
utilisés dans le traitement d’autre type de neuropathies périphériques comme celle induite par
le diabéte (Al-Atiyyat and Obaid 2017). Les traitements actuellement disponibles restent donc
encore limités. D'apres tous ces résultats, les lignes directrices des bonnes pratiques cliniques
donnent une recommandation, bien que modérée, pour l'utilisation de la DU chez les patients

cancéreux souffrant de douleurs neuropathiques chimio-induites (Trivedi et al., 2015).
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IV.1.2 Prise en charge des troubles cognitifs induits par la chimiothérapie

Les troubles cognitifs chimio-induits retentissent de facon significative sur la qualité
de vie des patients. La prise en charge de ces troubles, qu’elle soit médicamenteuse ou basée
sur des thérapies cognitivo-comportementales, vise ainsi en premier lieu a améliorer les
performances cognitives qui sont altérées dans le cadre du syndrome du chemobrain, afin
d’améliorer la qualit¢ de vie des patients. Malheureusement, les solutions thérapeutiques
actuellement mises en ceuvre montrent des effets bénéfiques mitigés sans réelles preuves

d’efficacité, méme s’ils ont 1’air encourageants (Kohli, Fisher et al. 2009, McNeil 2012).

IVV.1.2.1 Prise en charge médicamenteuse

Les options de traitements pharmacologiques pour les déficits cognitifs chez les
survivants du cancer sont empruntées a diverses maladies, y compris le trouble déficitaire de
I'attention/hyperactivité et les maladies neurodégénératives (Kohli, Fisher et al. 2009). Bien
que peu d’études évaluent leur efficacité dans le traitement des troubles cognitifs chimio-
induits, et que celles-ci sont controversées sans démontrer une réelle preuve d’efficacité, la
prise en charge médicamenteuse actuelle comporte [’utilisation de modafinil, de

méthylphénidate ou de donépézil.

e Le modafinil
Le modafinil est un psychostimulant non-amphétamine efficace et bien toléré dans le
traitement de la narcolepsie, et chez les personnes atteintes de troubles du sommeil (Kohli,
Fisher et al. 2009). Bien que le mécanisme précis par lequel le modafinil favorise I'éveil soit
inconnu, il exerce des actions comme celles des agents sympathomimétiques, y compris
I'amphétamine et le méthylphénidate. Les études indiquent des résultats variables et non

concluants du modafinil pour soulager les problémes d’attention et de mémoire associés a la
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chimiothérapie des patientes survivantes d’un cancer du sein (Jean-Pierre et al. 2010, Davis et

al. 2013).

e Le méthylphénidate
Le méthylphénidate est également un psychostimulant sympathicomimétique qui augmente la
sécrétion de catécholamines (dopamine et noradrénaline) par le SNC (Elovic 2000,
Napolitano et al. 2005). Il est habituellement utilisé dans le traitement symptomatique du
trouble de déficit de I’attention avec ou sans hyperactivité, et secondairement pour traiter la
narcolepsie ou I’hypersomnie. Sa capacité a préserver les fonctions cognitives pendant la
chimiothérapie a été évaluée, révélant que chez des patientes atteintes d'un cancer du sein,
aucun avantage significatif sur les fonctions cognitives n'a été observé avec le

méthylphénidate par rapport au placebo (Mar Fan et al. 2008).

e Le donépézil
Le donépézil est un inhibiteur réversible de I'acétylcholinestérase, connu pour améliorer la
cognition chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer ou ayant subi un accident
vasculaire cérébral traumatique, ou encore chez les sujets agés (Yesavage et al. 2002, Berthier
et al. 2003, Zhang et al. 2004, Black et al. 2007). Cependant, aucune étude clinique n’évalue
ses effets bénéfiques potentiels sur les performances cognitives des patientes ayant suivi un

traitement chimiothérapique.

1V.1.2.2 Thérapies cognitivo-comportementales

Des approches de réhabilitation ou de remédiation cognitive sont également
développées, ou des thérapies cognitivo-comportementales sont proposees aux patients, dont
le but est d’apprendre la mise en place de stratégies de compensation. Les interventions
comportementales pourraient aider les patientes a trouver des moyens de contrbler leurs

problemes d'attention, de mémoire, et d'autres aspects des fonctions cognitives. Ce type

96



Partie 1\VV/ Prise en charge et inefficacité

INTRODUCTION des traitements actuels

d'intervention comprend des exercices mentaux et d’entrainement cognitif basés sur la
plasticité cérébrale (approches compensatoires) et l'utilisation de technologies pour assister et

aider le rappel mnésique, 1’aide a la concentration et a I’attention.

Pour réduire le dysfonctionnement cognitif associé a la chimiothérapie, des ateliers de
psychoéducation et de stimulation cognitive réalisés en petits groupes chez des patientes ayant
été traitées pour un cancer du sein ont été mis en place. Ces études préliminaires ont suggéré
cette thérapie comme étant prometteuse dans 1’amélioration des capacités cognitives et de la
qualité de vie des patientes (Ferguson et al. 2007, Ferguson et al. 2012, Alvarez et al. 2013).
L’entrainement cognitif informatise a également été suggéré comme potentiellement
bénéfique, avec des mesures améliorées de la mémoire de travail et des fonctions exécutives
(Kesler et al. 2013). Tout comme pour les prises en charge médicamenteuse, bien que les
remeédiations cognitives présentent des résultats encourageants, de futures recherches et essais
sont nécessaires pour établir si ces thérapies sont véritablement efficaces comme traitement

des déficits cognitifs associés a la chimiothérapie du cancer du sein chez les femmes.
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V/ Deéveloppement de stratégies therapeutiques
efficaces contre les troubles neurologiques chimio-
Induits

Pour élaborer et développer de nouvelles stratégies thérapeutiques, 1’utilisation de
modeles expérimentaux animaux s’avere utile et indispensable. Les modéles animaux mimant
les troubles neurologiques chimio-induits chez les patientes, non seulement permettent
I’évaluation de stratégies thérapeutiques, mais facilitent également 1’étude des mécanismes
sous-jacents aux troubles neurologiques. Les modéles animaux actuellement disponibles
seront abordés de facon non exhaustive dans ce chapitre. Du fait de I'impact et des
conséquences pour les patientes causés par les troubles neurologiques CNA-induits, et de
I’absence de thérapeutique spécifique et efficace, trouver un traitement devient primordial et
fait parti des défis actuels en santé. Et pourtant, aucun modele préclinique de troubles
neurologiques induits par la CNA-[EPI-DQ], actuellement standard en clinique humaine dans
la prise en charge pré-opérative des cancers du sein, n’a été établi. Des efforts indispensables
restent alors a faire pour disposer de nouveaux modeles/outils pertinents, pouvant faciliter le
développement de stratégies thérapeutiques efficaces contre les troubles neurologiques CNA-
induits.

Parmi les stratégies thérapeutiques potentiels, la duloxétine (DU), qui sera présentée
dans un second temps dans ce chapitre, est actuellement utilisée et recommandée par les
différentes lignes directives pour la prise en charge des NPCI compte tenu de ses effets
analgésiques et neuroprotecteurs. Par action pro-cognitive et neuroprotectrice, la DU exerce
également des effets bénéfiques sur le SNC, ce qui pourrait alors lui suggérer un réle positif,
pour le moment jamais évalué, dans la prise en charge du syndrome du chemobrain.
Cependant, bien qu’utilisée en clinique contre les NPCI, la DU présente des effets bénéfiques

modestes et partiels, accompagnés d’événements secondaires indésirables importants,
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notamment a forte dose, conduisant & 1’arrét de la prise de la DU pour un patient sur quatre
environ. Il reste alors un effort a faire pour optimiser les effets bénéfiques de la DU, tout en

réduisant ses effets secondaires.

V.1. Modeéles animaux disponibles pour la recherche préclinique : nécessité
de caractériser un modéle animal de troubles neurologiques CNA-induits

La plupart des agents chimiothérapiques a I’origine de troubles neurologiques chez les
patients atteints de cancer ont été utilisés pour développer des modéles rongeurs de NPCI et
d’atteintes cognitives. Pour 1’étude des NPCI, les plus utilisés sont les sels de platine
(Oxaliplatine), les alcaloides (Vincristine) et les taxanes (Paclitaxel, Docétaxel), bien qu’il en
existe d’autre. Dans [’évaluation du syndrome du chemobrain, ou les antimétabolites
(méthotrexate, 5-FU) ont souvent été utilises, les agents précités ont également été étudiés.
Difféerents modeles précliniqgues de NPCI et de troubles cognitifs chimio-induits sont
présentés de facon non exhaustive dans les tableaux 11 et 12 respectivement.

Il existe un certain nombre de problémes quant a la modélisation des troubles

neurologiques chez les animaux, et notamment pour la comparaison inter-études :
(i) D'abord, il y a peu de cohérence dans le type d'animal utilisé dans les laboratoires.

En effet, I'utilisation de rongeurs est commune, mais certains optent pour des souris et
d’autres des rats, de sexe, d'age, et de fond génétique différents. Il est possible que ces
différences jouent un réle dans les variabilités de résultats entre laboratoires. Par exemple, des
études montrent une grande variation dans le degré de la neuropathie périphérique, basée sur
le fond génétique des souris, aussi bien que sur 1’dge des animaux utilisés. Pour exemple,
Smith et ses collaborateurs ont testé 1’effet du fond génétique sur la NPCI, pour une dose
cumulée de Paclitaxel de 4mg/kg a travers 4 injections intra-péritonéal (ip), chez 10 souches

de souris différentes. Ils en ont conclu que pour 1’allodynie mécanique, les souris DBA/2 est
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une souche high-allodynique, et que C57BL/6 est une souche low-allodynique, mais que ces
souches sont comparables au niveau de 1’allodynie thermique au froid (Smith et al. 2004).
Une autre étude a également effectué une investigation de la susceptibilité de différentes
souches de souris a la neurotoxicité induite par 1’Oxaliplatine ; pour un méme schéma
thérapeutique anticancéreux utilisant 1’oxaliplatine, les souris de souche Balb-c sont les plus
séverement atteintes (Marmiroli et al. 2017). De plus, on observe également un impact de
I’age chez des souris CD1, ou globalement I’hypersensibilité est présente a tous les ges, mais
accrue chez les souris jeunes et plus agees par rapport aux souris adultes (Ruiz-Medina et al.
2013). Un effet sexe a également été mis en évidence : les souris males sont plus sujets a
I’allodynie que les femelles (Smith, Crager et al. 2004, Hoke and Ray 2014), et a ’opposé les
rats femelles Sprague-Dawley (SD) sont plus sensibles et sujettes a la douleur neuropathique
que les males (DelLeo and Rutkowski 2000).

(i) De plus, un autre probleme majeur avec ces modéles est la question des

différences dans le traitement chimiothérapique administré : voie d'administration, dose,
fréquence et durée. Ces différents paramétres du protocole chimiothérapeutique, tout comme
les méthodes d’évaluation des NPCI, varient considérablement d'une étude a l'autre. Il n’est
pas rare de voir que pour une méme molécule, différent protocole (dose, fréquence) sont
appliqués. Enfin, on constate également des différences dans les délais post-chimiothérapie de
I’évaluation des NPCI. Certaines études effectuent les mesures immédiatement apreés avoir
atteint la dose cumulée, d’autres attendent un certain nombre de jours apres le traitement, et
d’autres encore enregistrent les donnees jusqu'a la dose cumulée puis plusieurs semaines apres

le traitement.

En outre il existe un large éventail de modeéles précliniques évaluant différents aspects
des troubles neurologiques faisant suite a la chimiothérapie. Et pourtant, a notre connaissance,

aucun modele préclinique de troubles neurologiques induits par la CNA-[EPI-DO], utilisée
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comme standard dans le cancer du sein, n’a été établi. En effet, la majorité des études évaluent

la neurotoxicité associée a un agent chimiothérapique, alors qu’en clinique la prise en charge

des cancers fait appel a des polychimiothérapies, basées sur des effets additifs ou synergiques

d’agents cytotoxiques qui permettent de réduire les problemes de résistance tumorale, et

permet d’augmenter la fréquence, I’importance et la durée des rémissions. Bien que les effets

neurotoxiques du DO soient beaucoup étudiés, aucune étude sur le rongeur ne les rapporte

concernant le traitement Taxotére séquentiel, utilisant I’EPI suivi du DO. En connaissant les

conséquences des troubles neurologiques induits par la CNA du cancer du sein pour les

patientes, des efforts indispensables restent donc a faire pour disposer de nouveaux modeles

pertinents, afin de faciliter le développement de stratégies thérapeutiques efficaces contre les

troubles neurologiques induits par la CNA.

Tableau 11 : Différents modeles rongeurs de NPCI et effets neurotoxiques des différents agents utilisés contre le cancer

Agent et Dose Animal e>2rsr?iL:1$és Etendu des dommages et symptémes Références
Allodynie/hyperalgie mécanique

OXAL \
- Rats SD Nerf saphéne | Allodynie au froid (absence au chaud) (Xiao, Zheng
P, 2£mg/kg A

males FNIE Diminution vitesse de conduction, etal. 2012)
5 jours consécutifs

Absence de démyélinisation

OXAL o (Boyette-

Rats SD Hypersensibilité mécanique Davis and
Ip, 2 mg/kg A FNIE

males Diminution densité FNIE Dougherty
4 jours alternés 2011)
OXAL Troubles locomoteurs
o ama/k Rats Wistar Nerf sciatique | H ibilité mécani hermi (Al Moundhri
p, 4mg/kg males q ypersensibilité mécanique et thermique et al. 2013)
2/sem pdt 4,5 sem Démyélinisation et dégénérescence
OXAL Allodynie mécanique (absence hyperalgie)

Rats SD . A . i :
Ip, 3, 6 ou 12mg/kg males ME lombaire Hypersensibilité au froid (absence au chaud) %(?7% etal

1 fois

Augmentation immunoréactivité substance P
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. Tissus R e
Agent et Dose Animal examings Etendu des dommages et symptémes Références
OXAL Faiblesse musculaire
Muscle (Taleb
Ip, 4mg/kg R?tls SD gastrocnemien Diminution densité fibres motrices, Bouzobra et
2/ ine pdt 4 mees i ; al. 2017)
semaine pdt Fibres motrices | pemyelinisation et axonopathy
semaines
Hypersensibilité mécanique
Souris Hypersensibilité au froid (Balb-c, AJ et FVB)
C57BL6, DRG
OXAL Balb-c, Globalement diminution de la conduction
Iv, 3,5mg/kg DBA125, FNIE nerveuse, (Rl\iflvegrentlgclill,
AJ, e - '
2/semaine pdt 4 Nerf caudal Modification morphométrie DRG, 2017)
; FVB, . o o
semaines Nerf sciatique | Diminution densité FNIE,
CD1 cees
(Différences selon souches : BalbC plus
sensibles)
FOLFOX : ip, Hypersensibilité mécanique
6mg/kg OXAL + Hypersensibilité thermique au froid
50mg/kg 5-FU Etude _
. Pas de trouble locomoteur (Di Cesa_re
Ou Rats SD exclusivement Mannelli,
males comportement | Activité spontanée, comportementale, Maresca et al.
6mgrkg OXAL ale autonomique altérée 2017)
1/semaine pdt 4 Absence de déficit dans la coordination
semaines motrice
VINC
|1\go50,/i00 ou Rats SD et olantaire Allodynie/hyperalgie mécanique (Authier et al.
HO/Kg males p 2003)

5 injections tous les
2 jours

Absence de démyélinisation
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. Tissus N e
Agent et Dose Animal examings Etendu des dommages et symptémes Références
VINC
Ip, 0,2 mg/kg
) Diminution conduction nerveuse, :
1/semaine pdt 5 Rats males | Nerf sciatique (Jatafer et al.
semaines en axonopathie 2006)
augmentant de
0,05mg/kg chaque
semaine
Allodynie/hyperalgie mécanique
VINC
Allodynie au froid (absence au chaud)
Ip, 0,1mg/kg Rats SD ENIE (Meyer, Patte-
_ Al Diminution densité FNIE, Mensah et al.
1/jour pendant 3 males Nerf sciatique 2010)
cycles (séparés de 2 Diminution conduction nerveuse,
jours) L .
Diminution expression CNPase
Hyperalgie mécanique
ME lombaire Hypoalgie thermique au chaud
PAC :
Ra}tls SD Nerf sciatique | Axonopathie, gg\g:)hler etal.
Ip, 32mg/kg 1 fois males )
Peau plantaire | Absence démyélinisation,
Cellules Schwann normales
Hyperalgie au chaud
PA . . Polomano et
¢ Allodynie au froid ;ll 2001
Ip,0,5,1,2,60u |RatsSD | DRG Allodviehvoeraldie mécaniae Flatters and
8mg/kg males y yperalg g Bennett 2006,

4 jours alternés

Nerf sciatique

Pas de troubles moteurs

Absence axonopathie

Bennett et al.
2011)
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Agent et Dose Animal T'SS.U v Etendu des dommages et symptémes Références
examinés
PAC Allodynie mécanique
] ] (Peters,
Iv, 18mg/kg RatssD | DRG Hyperalgie au froid Jimenez-
males g fi S . Andrade et al.
2 fois séparés de Nerf sciatique | Déficit de coordination motrice 2007)
2jours Sur-expression ATF-3
PA S MmAnani
c Allodynie mécanique
Ip, 8mg/kg Rats Wistar . . . (Arrieta et al.
N - e males Nerf sciatique | Hyperalgie thermique 2011)
semaines pdt . T
. P Axonopathie sans demyelinisation
semaines
PAC
Ip, 16mg/kg
1/semaine pdt 4 .
semainles P Rats Wistar Nerf sciatique | Quelques fibres montrent axonopathie (Persohn et al.
femelles a g P 2005)
Iv, 5,10, 12,5mg/kg
1/semaines pdt 4
semaines
PAC
Ip, 12.5mg/kg Ratts Wistar DRGs Augmentation immunoréactivité ATF-3 (Jamieson et
) femelles al. 2007)
1/semaine pdt 9
semaines
PAC
; Nerf sciatique S
Iv, 10mg/kg Rats Wistar . (Gilardini et
femelles Absence de changements pathologiques al. 2012)

1/semaine pdt 4
semaines

Nerf optique
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Tissus

Agent et Dose Animal s Etendu des dommages et symptémes Références
examinés
PAC
Nerf optique .
(Jimenez-
Iv, 18mgrkg riZtISeSSD Ganglion Augmentation immunoréactivité ATF-3 Andrade et al.
2 fois tous les 3 trijlumeau 2006)
jours
Allodynie/hyperalgie mécanique
Allodynie thermique (froid et chaud)
PAC o o .
Rats SD Nerf sciatique | Diminution conduction nerveuse, (Meyer, Patte-
. N Mensah et al.
Ip, 1mg/kg/2jours | males FNIE Diminution densité FNIE, 2013)
pdt 1 semaine
Diminution de I’expression de CNPase,
Axonopathie
PAC .
Nerf sciatique
Ip, 8 ou 16mg/kg Rats Wistar . (Cavaletti et
) . femelles Nerf peroneal | Axonopathie al. 1995)
sen_walne pdt 5 DRG
semaines
PAC Souris Démyélinisation
. (Mo et al.
C57BL/6 Nerf sciatique
Ip, 4,5, 25 ou Présence macrophages 2012)
60mg/kg femelles phag
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Agent et Dose Animal T'SS.U v Etendu des dommages et symptémes Références
examinés
PAC
Souris Nerf sciatique :
Iv, 50 ou 70 mg/k . .
gkg BALB/c Pas de changements pathologiques g%iroc;ZZ' etal
1/semaine pdt 4 femelles DRG
semaines
PAC ] Etude Hypersensibilité mécanique
Souris des . _
deux sexes exclusivement Hypersensibilité thermique au froid (Smith, Crager
Ip, 1mg/kg 4 fois " | comportement yp g et al. 2004)
tous les 2 jours 10 souches .
] ale Etude exclusivement comportementale
Allodynie mécanique
PAC Souris CD1 Hyperalgie thermique au chaud
males L e s (Ruiz-Medina
: . . Augm mmun FAP ’
Ip, 2mg/kg 1/jour | jeunes, ME lombaire ugmentation immunoréactivite G Baulies et al.
pdt 5 jours adultes et Augmentation densité microglie/macrophages | 2913)
consécutifs agées
Globalement sensibilité accrue
jeune>agé>adulte
PAC .
Axonopathie
Ip, 30mg/kg 1 fois | Souris DRG . tations de | " (Mimura et al.
ou plusieurs a BDF1 Nerfs ragmentations de la myéline 2000)
différents temps Phagocytose
d’intervalles
DO S .
Nerf caudal Hypersensibilité thermique au chaud
. Roglio,
Iv, 10mg/k Rats Fish . o » (Roglio
v, 10mgrkg a}ts SMET | Nerf sciatique | Diminution densité FNIE Bianchi et al.
maéles 2009)

1/semaine pdt 4
semaines

FNIE

Diminution conduction nerveuse
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Agent et Dose Animal egrsrfilifés Etendu des dommages et symptémes Références
DO
Iv, 5,10 ou Rats Wistar | Nerf caudal Diminution conduction nerveuse (Persohn,
12,5mg/kg femell Canta et al.
emelles Nerf sciatique | Diminution densité MTs des petites fibres 2005)
1/semaine pdt 4
semaines
Allodynie/hyperalgie mécanique
Allodynie thermique au froid
DO Rats SD Nerf sciatique Hypoalgie thermigue au chaud (Peng et al.
males 2012)
v, 10mg/kg DRG Augmentation substance P et CGRP
Démyélinisation et atrophie des fibres
nerveuses
D . .
© Hypoalgie thermique au chaud
: Nerf caudal (Cervellini,
v, Smg/kg Za;;zﬁ;s;her Diminution conduction nerveuse Bello et al.
. FNIE 2010)
1/serr_1ame pdt 4 Diminution densité FNIE
semaines

[Selon et modifié de(Han and Smith 2013)]

ip : intra-péritonéale ; iv : intraveineuse ; ATF-3 : facteur de transcription activateur 3 ; CGRP : peptide lié au géne
de la calcitonine ; SD : Sprague-Dawley ; FNIE : Fibre nerveuse intra-épidermique ; DRG : ganglion rachidien de
la racine dorsal ; PAC : Paclitaxel ; VINC : Vincristine ; DO : Docétaxel ; OXAL : Oxaliplatine ; ME : Moelle
épiniére ; GFAP : Protéine acide fibrillaire
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Tableau 12 : Différents modeles rongeurs de troubles cognitifs chimio-induits et effets neurotoxiques des
différents agents utilisés contre le cancer

Chimiothérapie Animal Comportement Références
(Winocur,
Methotrexate 37,5 mg/kg Vardy et al
Souris Piscine de Morris, NOR 2006 '
5-FU 75 mg/kg BALB/C Win , r
Mémoire spatiale et non spatiale altérée ck>clu :
ip 1/semaine pdt 3semaines Henkelman et
al. 2012)
Souris ina-
Methotrexate 3,2mg/kg i Autoshaping-operant procedure (Foley, Raffa
5-FU 75mg/kg Webster Diminution des capacités d’apprentissage etal. 2008)
Methotrexate 37,5mg/kg
5-FU 75mg/kg
Piscine de Morris, Mémoire et apprentissage altérés
Cyclophosphamide . (Briones and
40mg/kg Rat Wistar | piminution de la prolifération cellulaire Woods 2011)
hippocampique (BrdU)
(mélange CMF)
ip 1/semaine pdt 4 semaines
Context-dependant conditioned emotional responses
test, SOR
5-FU 25mg/kg
Rat List Diminution de la mémoire de travail et de la (I\I/EIIBeI:agy, |
iv tous les 2 jours pdt 2 ALLISET 1 composante émotionnelle zoisg;i aetal
semaines
Diminution de la prolifération cellulaire
hippocampique (Ki67)
Croix surélevée, Nage forcée, Piscine de Morris,
NOR
Pas d’impact sur la réactivité émotionnelle
5-FU 37,5mg/kg Souris Pas d’impact sur la mémoire a long terme (Dubois,
. A . N Lapinte et al.
ip 1/semaine pdt 3 semaines C57BL/6J Altération de la flexibilité et hyperactivité face a la 2014)

nouveauté

Diminution prolifération cellulaire hippocampe
(BrdU)

Toxicité hippocampe in vitro
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Chimiothérapie Animal Comportement Références
Methotrexate Piscine de Morris, NOR
.. L . . (Seigers,
250mglkg Rat Wistar Altération de la mémoire spatiale et non spatiale Schagen et al
i\ Diminution de la prolifération cellulaire 2008)
hippocampique (Ki67)
Methotrexate SOR
Lo Lo . (Lyons,
75mg/kg Rat Lister Altération de la mémoire spatiale ElBeltagy et
v Usermaine odt 2 semaines Diminution de la prolifération et de la survie al. 2011)
P cellulaire hippocampe (Ki67 — BrdU)
NOR, SOR, Labyrinthe en'Y
Cisplatine 2,3mg/kg
i Liour 5 jours Souris Diminution des performances cognitives (Chiu, Maj et
C57BL/6) Diminution MBP cortex cingulaire al. 2017)
2 cycles séparés de 5 jours
Diminution doublecortine+ hippocampe
. . NOR, Piscine de Morris, Conditionnement a la peur
Oxaliplatine s
(contexte et indicé)
12mg/k g . .
8ou o/kg Déficit reconnaissance nouvel objet (Fardell,
Ou OXAL +5-FU Racwister Pas de déficit mémoire spatiale lorsque seul ;/glrgy o
(75mg/kg) P a )
. . Combinaison toxique pour les taches hippocampo-
ip 1 fois .
dépendantes
Evitement passif, NOR
Cyclophosphamide Déficits cognitifs
. (Yang, Kim et
40mg/kg Souris ICR | piminution du nombre de cellules comarquées Ki67 | al, 2010)
ip - Doublecortine
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Chimiothérapie Animal Comportement Références
SOR
Cyclophosphamide Pas de déficit
(Lyons,
30mg/kg RatLister | piminution de la survie cellulaire ElBeltagy et
. _ . al. 2011)
v tous les 2 jours, 7 fois Pas d’effet sur la prolifération cellulaire (BrdU -
Ki67)
- SOR, Conditionnement a la peur (contexte et indicé)
Doxorubicine
e - . (Christie,
2amglkg Rat nu_de Déficit cognitif Acharya et al,
athymique o o ) 2012
. . . Diminution de la neurogenese hippocampique )
ip 1/semaine pdt 4 semaines
(BrdU)
Piscine de Morris, Croix surélevée, Nage forcée
Paclitaxel Déficit mémoire spatiale
20mg/kg Souris Pas d’effet sur le comportement affectif g_:)l;r::g::znét
) ) C57BL/6N L | 2017
ip tous les 2 jours pdt 4 Cytotoxicité des cellules souches neurales al. )
semaines (12 fois) o o ]
Diminution de la prolifération cellulaire
hippocampique
Docétaxel
NOR, Piscine de Morris
6 ou 10 mg/kg (Fardell,
1/semaine pdt 3 semaines Rat Wistar | Léger déficit reconnaissance nouvel objet Vardy et al.
2013)
Ou Pas d’effet pour 10 mg/kg
1 fois 10mg/kg
Docétaxel
NOR, Piscine de Morris
8 mg/kg ip intermittant
Déficit de la reconnaissance d’objet (Fardell,
Ou Souris CD1 Zhang et al.
Diminution es performances de la mémoire spatiale 2014)
Libération continue
Activation astrocytaire (GFAP)
(total de 32 mg/kg)
NOR, SOR
Docétaxel 1mg/kg
Rat Wistar | Déficit de la mémoire spatiale (Callaghan and

iv 1/semaine pdt 4 semaines

Pas de déficit dans la reconnaissance d’objet

O'Mara 2015)
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Chimiothérapie Animal Comportement Références

NOR, SOR, Labyrinthe de Barnes, Conditionnement
a la peur, Simple choice reaction time task (SCRTT)

. Déficit mémoire spatiale et non spatiale (Seigers, Loos
Docetaxel 33mg/kg Souris P P et al. 2015,

iv C57BL/6 Pas de déficit dans le labyrinthe de Barnes Seigers, Loos
et al. 2016)

Diminution du contréle inhibiteur

Pas d’effet sur Ki67+ ni doublecortine+

[Selon et modifié de (Dietrich, Prust et al. 2015)]

ip : intra-péritonéale ; iv : intraveineuse ; NOR : New object recognition pour Reconnaissance d’un nouvel objet ;
SOR : Spatial object recognition pour reconnaissance spatiale ; 5-FU : 5-fluorouracile ; BrdU : bromodésoxyuridine ;
GFAP : protéine acide fibrillaire

V.2. Elaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques : utilisation de la
Duloxétine

La DU, commercialisée en France sous le terme de Cymbalta, a été créée par les
chercheurs David Robertson, David Wong (également codécouvreur de la fluoxétine) et
Joseph Krushinski, et dont le brevet a été accordé en 1990 (Wong et al. 1988).
Mécaniquement, ce psychotrope est un inhibiteur des transporteurs de la sérotonine (SERT) et
de la noradrénaline (NET), et inhibe donc la recapture de la sérotonine (5-HT) et de la

noradrénaline (NA) (Wong et al. 1993, Karpa et al. 2002).

V.2.1. Généralités : indications et pharmacologie
e Indications
La DU est approuvée par 1’agence américaine des produits alimentaires et

médicamenteux (Food drug administration ou FDA) et par I’Union européenne dans le
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traitement de I’épisode dépressif majeur (Detke et al. 2002), de I’anxiété généralisée et de la
neuropathie périphérique diabétique (Goldstein et al. 2005). Dans I'Union européenne, la
commission a également accorde la mise sur le marché de la DU pour le traitement de
I'incontinence urinaire d'effort. En 2008, la FDA accorde également une autorisation a la DU
pour le traitement de la fibromyalgie, alors que la commission d'autorisation de mise sur le
marché européenne donne un avis défavorable a cette indication due a I’absence de preuve
tangible d'efficacité.

La DU est disponible sous forme de comprimés de 20 & 160 mg. Elle est prise par voie orale,
avec ou sans nourriture, avec une durée du traitement individualisee. La posologie initiale
recommandée est de 60 mg par jour en une prise, pouvant aller jusqu'a 120 mg au maximum

par jour.

e Pharmacologie

Par I’inhibition de la SERT et de la NET, la DU augmente les concentrations de 5-HT
et de NA au niveau de la fente synaptique. La DU peut étre considérée comme sélective de la
recapture de la 5-HT et de la NA puisqu’elle ne présente pas d'affinité significative pour les
récepteurs de la recapture dopaminergiques, adrénergiques, cholinergiques, histaminergiques,
opioides, glutamatergiques, et les transporteurs de la recapture du GABA (Wong, Bymaster et
al. 1993). Par conséquent, elle appartient a la famille des antidépresseurs sélectifs de la
recapture de la 5-HT et de la NA (selective serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor ou
SSNRI). Si la DU inhibe de maniere préférentielle la recapture de la 5-HT ou de la NA, ou si
elle inhibe leur recaptage de facon équivalente reste obscure. Les études de liaison in vitro et
ex vivo utilisant des tranches d'hippocampe de rat ont démontré que la DU est deux fois plus

puissante pour inhiber la recapture de la 5-HT que la NA (Kasamo et al. 1996, Karpa,
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Cavanaugh et al. 2002). Cependant, des études in vivo indiquent une inhibition équivalente
par la DU de I'absorption de la 5-HT et de la NA (Karpa, Cavanaugh et al. 2002).
Il a également été démontré que les métabolites de la DU, aprés oxydation, ne semblent pas

avoir d'effets pharmacologiques (Lantz et al. 2003, Bymaster et al. 2005, Stahl et al. 2005).

V.2.2. Du dans le traitement des douleurs chroniques
V.2.2.1 DU et traitement des douleurs chroniques non associées a la chimiothérapie

Des travaux ont documenté des effets analgésiques pour le traitement des syndromes
de douleur chronique, en particulier dans le cas des neuropathies périphériques diabétiques et
dans le traitement de la fibromyalgie. Une étude Cochrane en 2014 référence les effets
pharmacologiques de la DU dans huit études portant sur 2728 participants atteints de
neuropathie diabétique douloureuse, de fibromyalgie ou de symptdmes physiques douloureux
dans la dépression. La dose habituelle de DU était de 60 mg. A cette dose, des preuves
moyennement solides indiquent que la DU réduit la douleur dans la neuropathie périphérique
diabétique douloureuse, la fibromyalgie ou la douleur dans la dépression. Le taux relatif
d'amélioration est de 50 % associé a I'administration de 60 mg de DU par jour, alors qu’une
dose de 20 mg n'est pas efficace, et qu’une dose de 120 mg ne se montre pas plus bénéfique
(Lunn, Hughes et al. 2014). La DU reduit également la douleur liée a la neuropathie
diabétique chez les personnes ageées (Skljarevski et al. 2012).

La DU améliore également les symptdmes de douleur neuropathique chez des modeles
animaux rongeurs, notamment des modeles de neuropathie diabétique ou de ligature du nerf
(lyengar et al. 2004, Mixcoatl-Zecuatl and Jolivalt 2011, Wattiez et al. 2011, Kawasaki-

Yatsugi et al. 2012).

La DU, dont I'efficacité bien que partielle, est connue dans le traitement de divers syndromes

douloureux, et approuvée pour le traitement de la neuropathie diabétique douloureuse. La DU
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est également considérée comme un traitement de premiére intention de la douleur
neuropathique non chimio-induite (Pachman, Watson et al. 2014). On peut alors se demander

quels sont les effets de la DU dans le cas de la prise en charge des NPCI.

V.2.2.2 DU et traitement des douleurs chroniques associées a la chimiothérapie

Nous avons vu précédemment que la NPCI est multifactorielle, et difficile a prendre
en charge. Compte tenu des effets bénéfiques, bien que partiels, de la DU sur les douleurs
chroniques, en particulier dans le traitement de la douleur liée a la neuropathie périphérique

diabétique, des essais de ’efficacité de la DU dans le traitement de la NPCI ont été effectués.

e Etudes cliniques

Un nombre limité d'essais ont étudié Il'utilisation de la DU dans le traitement des
NPCI. Parmi elles, une étude pilote portant sur 39 patients atteints de cancer colorectal et
présentant une neuropathie périphérique chronique induite par 1’oxaliplatine a évalué les
effets de la DU (Yang et al. 2012). Dans cette étude, la DU a été administrée a 60 mg/jour, et
la sévérité de la douleur neuropathique a été évaluée par I’utilisation de ’EVA et par les
criteres de toxicité communs pour les événements indésirables de I’Institut National pour le
Cancer, version 3 (NCI-CTCAE v3.0). La DU, sans interférer avec la chimiothérapie, a
conduit en I’amélioration du score EVA pour 19 patients (48,7 %). Parmi eux, neuf (47,4 %)
ont montré une diminution de la sévérité, alors que les 10 autres patients (52,6 %) présentaient
un score stable selon le NCI-CTCAE v3.0. Yang et ses collaborateurs ont également évalué la
fonction rénale et hépatique suite a la DU, fonctions qui ne sont pas altérées dans cette étude.
En 2013, un essai randomisé de phase 2 en double aveugle contre placebo (Smith, Pang et al.
2013) a comparé l'utilisation de la DU (60mg/jour) avec un placebo pendant cing semaines

sur 231 patients ayant des douleurs induit par 1’oxaliplatine ou le paclitaxel. Les auteurs
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rapportent que la DU entraine une réduction significative plus importante de la douleur chez
certains patients par rapport au placebo, et que la plupart des avantages ont été observés chez
les patients ayant recu de l'oxaliplatine. C’est sur ces bases que la DU a été signalée comme
traitement recommandé pour la prise en charge des NPCI dans les lignes directrices de la
Société d’oncologie clinique (Society of Clinical Oncology) (Hershman, Lacchetti et al.
2014).

Plus recemment, les effets de la DU pour lutter contre les NPCI chez 34 patients ayant
suivi un traitement chimiothérapeutique a base d’oxaliplatine, de paclitaxel, de vincristine ou
de bortézomib ont été évalués (Hirayama et al. 2015). Les patients ont recu 20mg/jour de DU
par voie orale pendant la premiere semaine, puis 40 mg/jour pendant les 3 semaines suivantes.
Aprés une période de repos de 2 a 3 semaines, le traitement a été repris pendant 4 semaines
supplémentaires. La sévérité de I'engourdissement et de la douleur a été évaluée a l'aide de
I’échelle EVA. Une diminution des scores moyens d'EVA pour l'engourdissement et la
douleur a été observée pendant les périodes d'administration de DU, alors qu’un syndrome de
fatigue a été observé chez six des 34 participants (17,6%). Enfin, Kanbayashi et ses
collaborateurs (Kanbayashi et al. 2017) ont récemment cherché a identifier les facteurs qui
peuvent prédire 1’utilité de la DU dans le traitement des NPCI par le cisplatine, 1’oxaliplatine,
le paclitaxel, le docétaxel, la vincristine ou le bortezomib. Dans cette étude, la DU semble
partiellement efficace pour 28 des 95 patients (29,5 %), parmi lesquels la DU s’avere
véritablement efficace pour 7 patients, et plus modestement pour les 21 autres. Les auteurs
suggerent qu’il existe des prédicteurs significatifs pour les effets de la DU, incluant la taille,
I’utilisation de la chimiothérapie (dose, fréquence) et la localisation des symptomes. Tout
comme cela a été suggéré par Smith et ses collegues (Smith, Pang et al. 2013) d’autres

analyses dans ce travail suggerent également que la DU est moins efficace pour contrer les
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symptomes neurologiques faisant suite au paclitaxel, et plus efficace contre les NPCI par

I’oxaliplatine, méme si les différences ne sont pas significatives.

e Etudes précliniques
On retrouve également trés peu d’études précliniques sur les effets de la DU contre les
NPCI. De plus, ces travaux évaluent les effets aigues de I’administration de la DU, souvent en
comparaison avec d’autres molécules, et ne présentent pas les effets chroniques de la DU sur

les symptomes neuropathiques chimio-induits.

Il a été montré que la DU a 30 mg/kg ou 100 mg/kg, administrée par voie orale (per 0s) chez
des souris, conduit a un effet anti-allodynique mécanique, via 1’augmentation du seuil de
retrait de la patte qui est fortement diminué suite a I’administration de paclitaxel (Ito et al.
2012). Cet effet dure entre 1 et 4 heures aprés 1’administration de DU. Malgré 1’amélioration
aigue des symptomes, la DU dans cette é¢tude n’a pas permis d’atteindre le seuil contrdle (sans
chimiothérapie) chez les souris (Ito, Tajima et al. 2012). Une autre étude révele que la DU
exerce egalement des effets anti-hyperalgie au froid induit par 1’oxaliplatine chez des rats
(Balayssac et al. 2014). Dans cette étude, la DU injectée par voie intra-péritonéale (ip) a 2,5
mg/kg a permis de diminuer I’hypersensibilité thermique au froid, jusqu’au niveau controle,
30 minutes aprés son administration (Balayssac, Ling et al. 2014). Malheureusement, dans ces
travaux aucune donnée n’informe sur la dissipation ou le maintien de cet effet dans le temps.
Les effets aigues anti-allodynique mécanique et thermique au froid de la DU ont également
été démontrés et confirmés chez des rats présentant ces symptomes a la suite d’un traitement
au bortezomib (Yamamoto et al. 2015). Par voie ip, la DU a 3 et 10 mg/kg s’est avérée
inefficace, alors qu’une dose de 30 mg/kg entraine une diminution des symptomes 1h apres

son injection. Cet effet se dissipe 2h post-administration (Yamamoto, Kawashiri et al. 2015).
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Plus récemment, il a été démontré que la DU a 15 mg/kg per os permet d’atténuer pendant 30
minutes 1’allodynie mécanique induit par 1’oxaliplatine ou le mélange FOLFOX (oxaliplatine
et 5-FU) chez des rats, 15 minutes aprés son administration (Di Cesare Mannelli, Maresca et
al. 2017). Enfin, Toyama et ses collégues ont évalué les effets de la DU a 10 ou 30 mg/kg par
ip chez des souris présentant une hypersensibilité mécanique et thermique induit par
I’oxaliplatine (Toyama et al. 2017). L’injection de DU entraine une diminution partielle de
I’hypersensibilit¢é mécanique 1 heure aprés son administration, mais n’exerce pas d’effet sur

I’hypersensibilité thermique (Toyama, Shimoyama et al. 2017).

A travers ces études, la DU a globalement été démontrée pour réduire de fagon aigue
et partielle l'allodynie mécanique et/ou thermique au froid chez des rats traités par
chimiothérapie bortézomib (Yamamoto, Kawashiri et al. 2015) et oxaliplatine (Balayssac,
Ling et al. 2014, Di Cesare Mannelli, Maresca et al. 2017, Toyama, Shimoyama et al. 2017),

et chez les souris traitées avec du paclitaxel (Ito, Tajima et al. 2012).

V.2.2.3 Mécanismes des propriétés analgésiques de la DU

Méme si leur efficacité est en partie limitée, les antidépresseurs sont devenus des
médicaments courants pour le traitement de la douleur neuropathique, et restent parmi les
meilleurs traitements pharmacologiques. La recherche préclinique a permis de progresser dans
la compréhension des bases de leur action thérapeutique, mais les mécanismes de
soulagement de la douleur ne sont pas encore entiérement décrits.

La capacité des antidépresseurs pour inhiber la réabsorption de monoamine est
généralement considérée comme le principal mécanisme conduisant a leurs effets
analgésiques. Le mécanisme précis du soulagement de la douleur n'est pas clair, bien que
I'implication accrue de la 5-HT et de la NA dans les voies inhibitrices descendantes ait été

évoquéee comme des mécanismes plausibles (Mixcoatl-Zecuatl and Jolivalt 2011). En effet, la
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5-HT et la NA sont connues comme les principaux médiateurs endogénes des mécanismes de
modulation du message nociceptif dans les voies descendantes de la douleur. Ceci pourrait
expliquer les propriétés de modulation de la douleur de la DU, notamment sur les voies de
contrdles descendantes inhibitrices noradrénergiques et sérotoninergiques, schématisées sur la
figure 9 (Yoshimura and Furue 2006, Onutu 2015, Llorca-Torralba et al. 2016). Certains
auteurs proposent que la composante nécessaire de I'action des antidépresseurs sur la douleur
neuropathique soit principalement le systéme noradrénergique, mais que la composante
sérotoninergique puisse moduler cette action. A ’inverse, d’autres proposent que ce soit la
composante sérotoninergique qui est prédominante, et enfin certains suggérent I’implication
des deux systémes de facon équivalente. Bien que 1’implication prédominante ou équivalente
de I'une ou 'autre de ces voies soit encore obscure, I’effet thérapeutique de la DU serait
dépendant a la fois des récepteurs adrénergiques et sérotoninergiques au niveau de la ME. En
particulier ’activation des récepteurs 5-HT2A, 5-HT1B/1D et o2-adrénergiques dans la ME
serait impliquée dans le soulagement de la douleur neuropathique (Tsukamoto et al. 2010, Sun
et al. 2014, Onutu 2015, Ucel et al. 2015). Ceci a également été démontrée dans les modéles
de Iésion nerveuse (Obata et al. 2001, Honda et al. 2006), dans un modele d’'hyperalgie
évoquée par le formol (Sasaki et al. 2001), dans un modeéle de douleur post-opératoire (Sun,
Li et al. 2014), et également dans un modele de neuropathie diabétique ou la DU présente une
activité anti-allodynique (Mixcoatl-Zecuatl and Jolivalt 2011). L’activation des récepteurs 5-
HT2A et 5-HT1, couplés a une protéine Gq et Gi respectivement, a pour conséquences
d’activer les interneurones inhibiteurs présents au niveau de la corne dorsal de la ME, et
d’inhiber les neurones nociceptifs de projection spinaux, modulant ainsi négativement la
transmission du message nociceptif au niveau spinal. L’inhibition du neurone de projection de
message douloureux implique également 1’activation des récepteurs alpha-2 adrénergiques

couplés a une proteine Gi.

118



INTRODUCTION Partie VV/ Développement de stratégies

thérapeutiques

Voie descendante inhibitrice Voie descendante inhibitrice
sérotoninergique noradrénergique

NOXIous
STIMULUS@
INJURY

© e W3 opioid
NOXIOUS S ‘ GABA,5
stmuLus® @ @
INJURY T

S.HTi B/1D

Figure 9. Voies des controles descendants inhibiteurs sérotoninergiques et noradrénergiques

Au niveau de la corne dorsale de la ME on retrouve plusieurs classes de récepteurs a la sérotonine et a la
noradrénaline. Leur localisation neuronale est importante pour la modulation du message nociceptif. Sur le
coté gauche, des mécanismes impliqués dans I'inhibition descendante sérotoninergique sont indiqueés. Sur le
coté droit ceux qui de I’inhibition descendante noradrénergique sont montrés. Des actions sont exercées au
niveau des fibres afférentes primaires (PAF), des neurones de projection (PN) et des interneurones
inhibiteurs (ININ). Les récepteurs 5-HT1A, 5-HT1B/1D et 2-AR suppriment I'activité neuronale, tandis que
I'excitabilité cellulaire est renforcée par les récepteurs 5-HT2, 5-HT3 et 1-AR.

DRG : ganglions de la racine dorsale ; 5-HT : sérotonine ; NA : noradrénaline ; ENK : Enképhaline

(Millan 2002)

Si les mécanismes de la DU en administration aigue sont identiques aux mécanismes
impliqués lors d’une administration chronique est une question encore obscure a 1’heure
actuelle. L'efficacité thérapeutique de la DU n'est pas évidente avant plusieurs semaines, ce
qui suggére que les élévations des taux de monoamines au niveau des fentes synaptiques ne
sont pas seuls responsables des effets de la DU (Karpa, Cavanaugh et al. 2002). Cela implique

que la DU induit des modifications a long terme de la neurotransmission monoaminergique
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(Blier and Bouchard 1994). Des preuves de changements adaptatifs dans la neurotransmission
monoaminergique suite a une administration a long terme de la DU ont été fourni, avec
notamment une désensibilisation des récepteurs o2-adrénergiques et 5-HT1 (Rueter et al.
1998, Rueter et al. 1998). Malheureusement, les mécanismes qui sous-tendent les
changements adaptatifs dans le SNC aprés I'administration chronique de la DU ne sont pas

entierement compris, et sont a élucider (Karpa, Cavanaugh et al. 2002).

V.2.3. Effets pro-cognitifs et neuroprotecteurs de la DU

e [Effets pro-cognitifs

Les troubles cognitifs sont souvent signalés chez les patients atteints de trouble
dépressif majeur (TDM) (Baune et al. 2010, Greer, Sunderajan et al. 2014, Pehrson et al.
2015, Rosenblat et al. 2015). Plusieurs domaines cognitifs, y compris les fonctions exécutives,
I’attention, la mémoire, la vitesse de traitement et les compétences psychomotrices sont
affectés chez les patients, a la fois pendant la phase symptomatique et la phase de "rémission”
du TDM (Marazziti et al. 2010, Lee et al. 2012, Bora et al. 2013, Bortolato et al. 2014). De ce
fait, plusieurs chercheurs ont étudié les effets cognitifs de divers antidépresseurs, dont la DU
dans le contexte de la prise en charge du TDM (Herrera-Guzman et al. 2010, Greer,
Sunderajan et al. 2014, Keefe et al. 2014, Mahableshwarkar et al. 2015, Rosenblat, Kakar et
al. 2015).

Il a été noté que la DU exerce des effets positifs sur différents domaines de la
cognition qui sont altérés chez les patients TDM. Bien que la DU exerce peu d’effets sur les
fonctions executives (Mahableshwarkar, Jacobsen et al. 2015, Rosenblat, Kakar et al. 2015),
elle s’avere efficace sur la vitesse psychomotrice, le rappel mnésique différé (Greer,
Sunderajan et al. 2014, Mahableshwarkar, Jacobsen et al. 2015, Rosenblat, Kakar et al. 2015),

la mémoire de travail et I’attention (Herrera-Guzman, Herrera-Abarca et al. 2010). Ainsi, les

120



INTRODUCTION Partie V/ Devgloppement de stratégies
thérapeutiques

patients TDM rapportant des déficits cognitifs obtiennent, suite au traitement par la DU, des
améliorations cognitives qui sont indépendantes de I'amélioration symptomatique de la
dépression. L’amélioration cognitive induite par la DU semble donc se produire

indépendamment des effets antidépresseurs (Greer, Sunderajan et al. 2014).

o Effets neuroprotecteurs

Plusieurs études suggérent un effet neuroprotecteur de la DU dans différents modéles
de lésions cérébrales. Des études précliniques montrent que la DU exerce des effets
neuroprotecteurs a la suite de lésions induites par une ischémie cérébrale. Par exemple, une
étude a examiné I'effet neuroprotecteur de la DU sur les dommages neuronaux induits par
I’hypoperfusion chronique, en utilisant un modeéle d'occlusion bilatérale permanente des
artéres carotides communes chez le rat (Park and Lee 2018). Dans ces travaux, la DU a 20
mg/kg est capable d’atténuer les dommages neuronaux, en évitant la mort neuronale dans la
région de la corne d’Ammon 1 (CA1) de I'hippocampe causée par 1’ischémie cérébrale (Park
and Lee 2018). Chez la souris, I’effet neuroprotecteur, suite a une ischémie cérébrale globale
transitoire, d’un prétraitement a la DU au niveau de la région CA1 de I’hippocampe a été
étudié (Lee et al. 2016). Alors qu’a 20 mg/kg la DU ne présente aucun effet, elle protége les
neurones pyramidaux hippocampiques a 40 mg/kg suite a la Iésion ischémique.
Les effets de la DU sur le comportement des souris et les dommages neuronaux suite a
I’excitotoxicité induite par ’injection d’acide kainique (AK) ont également été étudiés (Choi
et al. 2015). Dans ce travail, la DU n'a montré aucun effet sur les comportements semblables
aux crises de convulsion induite par I’AK. Cependant, la DU a 10 mg/kg permet de reduire la
mort neuronale dans la région CA3 de l'hippocampe 72h apres l'administration d’AK, et
montre un effet neuroprotecteur notable a 20 et 40 mg/kg (Choi, Park et al. 2015).
La DU est également efficace pour prévenir la mort cellulaire in vitro induite par un stress

oxydant. En effet, il est connu qu’une production accrue de ROS, causée par un
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dysfonctionnement mitochondrial, peut conduire a la mort neuronale. Dans une étude en
2018, des cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y ont été prétraitées avec de la DU
pendant 24h suivie d'une exposition de 24 heures a la roténone qui induit un stress oxydant
(Engel et al. 2018). 1l a été demontré que la DU antagonise la surproduction de ROS induite
par la roténone, et évite la mort cellulaire des cellules SH-SY5Y (Engel, de Oliveira et al.

2018).

Ces différents travaux s’accordent sur le fait que 1’activité neuroprotectrice de la DU
semble étre sous-tendue par des mécanismes antioxydants via I’augmentation de 1’expression
d’enzymes antioxydantes (Lee, Park et al. 2016) et antagonisant ainsi la surproduction de
ROS (Engel, de Oliveira et al. 2018), mais également anti-inflammatoires, avec une
diminution de I’activation microgliale et astrocytaire accompagnée d’une diminution des
niveaux de TNF-a et d’IL-1P dans les régions hippocampiques (Choi, Park et al. 2015, Lee,
Park et al. 2016, Park and Lee 2018). L’activation des récepteurs a la 5-HT sur les monocytes
permet de diminuer le relargage de TNF-a induit par le lipopolysaccharide (LPS) (Durk et al.
2005). Ceci suggere que la 5-HT est impliquée dans les processus anti-inflammatoires, et que
la DU, qui augmente les taux de sérotonine, peut exercer des effets anti-inflammatoires. Plus
récemment il a également été démontré que ’administration de DU est liée a une
augmentation du taux d’IL-10 dans le sérum de souris (Ohgi et al. 2013), qui est connue
comme étant une cytokine anti-inflammatoire essentielle pour inhiber la production de TNF-a

et d’IL-6 (de Waal Malefyt et al. 1991).

e Potentiels effets neurogéniques
Il existe des preuves d'un lien entre antidépresseurs et neurogenése hippocampique
adulte. Différentes études montrent que 1’administration chronique d’antidépresseurs,

compatible avec le temps pour l'action thérapeutique, favorisent la prolifération des cellules
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nouvellement nées (Encinas et al. 2006, Wang et al. 2008) ainsi que la neurogenése (Malberg
et al. 2000, Lucassen et al. 2010). Bien que ceci soit trés bien démontré pour la fluoxétine
(inhibiteur de la recapture de la sérotonine), seulement une étude unique a ce jour a évalué la
DU dans ce contexte (Marlatt et al. 2010), ne montrant pas d’effet neurogénique de la DU a 2,

6 ou 18 mg/kg chez des souris saines.

V.2.4. Effets secondaires indésirables et contre-indications de la DU

Les effets indésirables d’un traitement pharmacologique sont un facteur important
dans la prise de décision en matiere de thérapeutique. La plupart des patients recevant de la
DU présentent au moins un effet secondaire (Lunn et al. 2009, Lunn, Hughes et al. 2014,
Riediger et al. 2017). Bien que les événements indésirables graves soient rares (Lunn, Hughes
et al. 2009, Lunn, Hughes et al. 2014), ces effets secondaires sont fréquents a 60 mg, et en
particulier a 120 mg de DU par jour (Lunn, Hughes et al. 2014), et non négligeables puisqu’ils
sont responsables pour 20 a 25 % des patients de I’arrét du traitement DU (Goldstein, Lu et al.
2005, Gahimer et al. 2007, Skljarevski et al. 2009, Skljarevski et al. 2010, Chappell et al.
2011, Yang, Lin et al. 2012, Kanbayashi, Inagaki et al. 2017). Les effets indésirables les plus
fréquemment rapportés (fréquence > 30 %) pour la DU comprennent des troubles gastro-
intestinaux, tel que des douleurs abdominales, des constipations, des diarrhées, des nausées ou
des vomissements ; des troubles du sommeil (insomnie, fatigue) ; et des troubles des émotions
et du comportement, tel que de I’agitation, de 1’agressivité, une dépression aggravee, une
anxiété, une dépersonnalisation ou méme un état suicidaire (Lunn, Hughes et al. 2009). La
DU s’accompagne également, avec une fréquence de 20-25 %, de troubles cardiovasculaires
(vertiges, bouffées de chaleur, élévation de la pression artérielle), métaboliques (troubles de
I’appétit, élévation d’enzymes hépatiques), et du systéme nerveux (tremblements, migraine).
Par ailleurs, la DU peut, dans certains cas (fréquence <15 %), entrainer des problémes
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musculosquelettiques (douleur, spasmes, machoire serrée), de la peau (démangeaisons,

transpiration) et sexuels (Goldstein, Lu et al. 2005, Lunn, Hughes et al. 2009).

V.3. Elaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques : utilisation de
I’ Allopregnanolone

L'allopregnanolone (AP) est un neurostéroide synthétisé in vivo a partir de la
conversion successive de la progestérone en 5-a-dihydroprogestérone (par la 5a-réductase),
puis en AP (par la 3o-hydroxystéroide déshydrogénase). Il est bien établi que I’AP est
impliquée dans la modulation de processus neurodégénératifs, neuroinflammatoires,
antidépresseurs, anxiolytiques et analgésiques (Ciriza et al. 2004, Ciriza et al. 2006, Patte-
Mensah, Kibaly et al. 2006, Patte-Mensah et al. 2010, Meyer, Patte-Mensah et al. 2011,
Melcangi and Panzica 2014, Noorbakhsh et al. 2014, Patte-Mensah, Meyer et al. 2014, Schule
et al. 2014, Guennoun et al. 2015). Les effets neuroprotecteurs ont été montrés dans de
nombreux mod¢les animaux. Par exemple, I’AP supprime les symptomes associés a la
maladie de Niemann-Pick de type C chez des souris (Griffith, Couture et al. 2014), et ceux
retrouvés chez des souris transgéniques mimant la maladie d’Alzheimer (Wang et al. 2010,
Chen et al. 2011, Singh et al. 2012, Sun et al. 2012, Irwin et al. 2015). L’ AP exerce également
des effets positifs dans les modeles animaux mimant la maladie de parkinson (Adeosun et al.
2012, Melcangi and Panzica 2014, Guennoun, Labombarda et al. 2015, Nezhadi et al. 2016),
et dans des modeles de sclérose en plaques (Noorbakhsh, Baker et al. 2014). Ces observations
ont d’ailleurs contribué & la mise en place de divers essais thérapeutiques & base d'AP contre
différents troubles neurodégénératifs. En effet, I’AP fait I’objet d’essais cliniques pour traiter
les déficits cognitifs de la maladie d’Alzheimer (phase I, débutée en 2014, NCT0221622), les
Iésions traumatiques cérébrales (phase Il, débutée en 2012, NCT01673828) ou encore les
tremblements et ataxies liés au syndrome de I’X fragile (phase II, débutée en 2015,

NCT02603926).
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Des travaux antérieurs de notre laboratoire ont montré que I’AP (4 mg/kg/2jours)
contrecarre efficacement les NPCI (oxaliplatine ou vincristine) sans altérer 1’efficacité
antitumorale de I’agent chimiothérapique (Meyer, Patte-Mensah et al. 2010, Meyer, Patte-
Mensah et al. 2011, Taleb, Bouzobra et al. 2017). En effet, dans les modeles induits par
I’oxaliplatine ou la vincristine, I’AP supprime les symptomes d’allodynie et d’hyperalgie
mécaniques, ainsi que 1’allodynie thermique au froid et au chaud. L’AP permet également de
prévenir ou de restaurer la conduction nerveuse ainsi que 1’intégrité du nerf sciatique et des
fibres nerveuses intra-épidermiques altérées par la chimiothérapie (Meyer, Patte-Mensah et al.
2010, Meyer, Patte-Mensah et al. 2011). Cependant, les actions pléiotropiques de I'AP, en
particulier ses effets favorisant la prolifération cellulaire, entravent le développement de
thérapies sélectives/ciblées (Taleb, Patte-Mensah et al. 2018). Par exemple, alors que la
neurogenese induite par I’AP peut servir a compenser la perte neuronale dans les cerveaux
dégénératifs, la prolifération cellulaire évoquée par I’ AP est contre-indiquée chez les patients
atteints de cancers stéroides- ou hormono-dépendants. Toutefois, malgré cette réserve limitée
a certains cas, I’AP demeure une molécule de référence majeure dans le domaine de la

neuroprotection.
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Bien que les cancers du sein se situent au premier rang des cancers incidents chez la
femme, on observe une augmentation du nombre de survivants, conséquences des avancées
dans les traitements anticancéreux. La CNA du cancer du sein permet aux patientes qui en
bénéficient d’obtenir une meilleure éradication, et de surcroit plus précoce, de la maladie
métastatique. En permettant de tester la chimio-sensibilité tumorale, la CNA offre également
la possibilité d’une adaptation individuelle a la chimiothérapie. Mieux encore, en rendant
possible la chirurgie et en offrant la possibilit¢ d’une conservation mammaire, la CNA
améliore alors la préservation de 'intégrité physique et psychologique des patientes, pour
lesquelles la perte d’un sein a un impact sur le plan physique mais également psychologique,
en modifiant souvent I’image de soi.

Malheureusement, du fait de sa toxicité sur les cellules saines, la CNA s’accompagne
d’effets secondaires, notamment des troubles du systéme nerveux caractérisés par une
neuropathie périphérique et des troubles cognitifs. Ces dysfonctionnements neurologiques
sont fréquents et retentissent sur la qualité de vie des patientes, aussi bien sur le plan
professionnel que personnel.

Comme nous 1’avons décrit dans les chapitres précédents, les symptomes invalidants
provoqués par les troubles neurologiques chimio-induits et la difficulté de leur prise en charge
entrainent des conséquences socio-économiques graves, et une souffrance importante pour les
patientes et leur entourage. En effet, étant donné 1’absence de thérapeutiques
neuroprotectrices efficaces, 1’apparition et/ou la sévérité de ces troubles neurologiques peut
contraindre a modifier voire arréter le traitement antitumoral. Ainsi, en plus d’affecter la
survie des patientes, la modification ou I’arrét du traitement les prive, de fait, du bénéfice du
protocole de chimiothérapie optimal permettant une chirurgie conservatrice. II est donc d’une

importance primordiale de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour lutter
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efficacement contre ces troubles neurologiques qui constituent un véritable probleme de santé
publique.

Pour élaborer et tester de nouvelles stratégies neuroprotectrices, 1’utilisation de
mode¢les animaux précliniques est indispensable. Malheureusement, a 1’heure actuelle aucun
modele animal mimant les troubles neurologiques induits par la CNA qui est un standard dans
le traitement du cancer du sein, n’a été établi. Cette absence de modéle préclinique pertinent

limite ainsi le développement de thérapeutiques spécifiques et efficaces.

L’analyse des éléments contextuels et bibliographiques cités dans la partie introductive
nous a permis de définir dans le cadre de cette thése deux principaux objectifs schématisés sur

la figure 10 :

(i) Le premier objectif a été de générer et de caractériser par une approche

multidisciplinaire un modele animal reproduisant de facon pertinente les symptémes
périphériques et centraux induits par la CNA « Taxotére séquentiel », combinant les

traitements EPI et DO (CNA-[EPI-DO]).

(i1) Le deuxiéme objectif a été d’utiliser le modéle animal généré pour évaluer le

potentiel et/ou I’efficacit¢ de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les symptomes
neurologiques évoqués par la CNA-[EPI-DO].

Parmi les stratégies thérapeutiques potentielles, la DU est actuellement utilisée et
recommandée pour la prise en charge des NPCI compte tenu de ses effets analgésiants et
aléatoirement neuroprotecteurs. Malheureusement, I’utilisation de la DU s’avére inefficace
et/ou inadaptée dans de nombreuses situations a cause des raisons suivantes :

e Le traitement par la DU n’est pas spécifique dans la prise en charge des NPCI
e La DU exerce des effets neuroprotecteurs trés modestes, partiels et aléatoires ne

permettant pas d’éradiquer les symptomes neurologiques
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e Les actions bénéfiques de la DU s’accompagnent d’effets délétéres importants qui

conduisent souvent a I’arrét du traitement chez au moins 25 % des patients.

Certaines observations décrites dans notre chapitre introductif (voir V.2.3) indiquent
que la DU exerce une action bénéfique sur la cognition chez les patients dépressifs. Ces
données suggérent que la DU pourrait étre un bon candidat/médicament a tester contre les
troubles cognitifs évoqués par la CNA ou dans le syndrome du chemobrain. Toutefois, ce test

n’a jamais été réalisé.

A T’appui des éléments rappelés ci-dessus, nous avons donc décidé de realiser les deux

évaluations suivantes dans le cadre de ce travail de thése :

v’ Evaluation des effets bénéfiques potentiels de la DU a différentes doses (1,2, 4 et 8

mg/kg) dans le traitement des troubles cognitifs induits par la CNA-[EPI-DO].

v' Evaluation d’une stratégie combinatoire entre la DU et un autre neuroprotecteur pour
lutter contre les NPCI évoquées par la CNA-[EPI-DO]. Cette stratégie combinatoire repose
sur I’amélioration de 1’efficacité de la DU, pour obtenir un effet bénéfique complet a faible
dose, tout en limitant ses effets secondaires. Parmi les familles de molécules potentiellement
actives, AP fait I’objet d’une attention particuliere. L’ AP étant une molécule de référence
majeure dans le domaine de la neuroprotection, nous avons choisi de I’utiliser dans un
premier temps comme référence pour poser les bases d’une étude évaluant I’efficacité d’un
traitement concomitant avec la DU dans la lutte contre les NPCI. Si cette stratégie
combinatoire s’aveére performante, elle constituera un support référentiel qui nous aidera a
développer ultérieurement des strategies neuroprotectrices plus sécurisees en utilisant des
analogues de I’AP dépourvus d’action prolifératrice pour traiter les troubles neurologiques

évoques par la CNA ou par les chimiothérapies en général.
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Figure 10 : Conceptualisation du projet et des objectifs

Le premier objectif est de générer et de caractériser un modéle murin (rates Sprague Dawley
ou SD) de troubles neurologiques induits par la CNA-[EPI-DO] utilisé comme standard dans
le traitement du cancer du sein (encadré bleu). L étude multidisciplinaire (comportementale,
électrophysiologique et histopathologique) permet d’évaluer les différents paramétres
caractéristiques des atteintes périphériques (neuropathie périphérique) et centraux
(chemobrain) induits par la CNA-[EPI-DQO].

La caractérisation de ce modeéle génére permet ensuite d’évaluer le potentiel et/ou [ efficacité
de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les symptémes évoqués par la CNA-[EPI-DO]
(encadrés verts) : les effets bénéfiques potentiels de la combinaison concomitante de
duloxétine (DU) et d’alloprégnanolone (AP) (stratégie combinatoire DUAP) contre la NP-
CNA, et ceux de differentes doses de DU pour prévenir ['apparition des atteintes centrales
seront évalués. Ces études reprennent [’évaluation des paramétres analysés lors de la
caractérisation du modele par ['utilisation des mémes techniques expérimentales.
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|/ Animaux, conditions d’hébergements et
déclarations éthiques

Pour les différentes expériences nous avons utilisé des rates Sprague-Dawley adultes,
pesant entre 175 et 2009 et agées de 6 semaines a leur arrivée dans 1’animalerie. En prévision
d’évaluer a long terme les effets observés durant ces travaux chez un modele de cancer
mammaire chez le rat, nous avons opté pour I’utilisation de femelles. Les animaux ont été
obtenus a partir d'une source commerciale (Janvier, Le Genest St Isle, France) et logés, deux
par cage, dans des conditions de laboratoire standard dans un cycle d’alternance
lumiére/obscurité de 12/12 heures, avec de la nourriture et de l'eau & volonté. Afin de
minimiser le stress et I’anxiété, les animaux ont eu une période d'acclimatation d'une semaine
avant le début des expériences, durant laquelle les animaux ont été également habitués a la
manipulation et a la présence de I’expérimentateur. Les soins et les manipulations des
animaux ont été réalisés conformément aux directives du Conseil de la Communauté
européenne (86/609/CE) et sous la supervision d'engquéteurs autorisés. Toutes les expériences
ont été réalisées en minimisant le nombre d'animaux utilisés ainsi que leurs souffrances,
conformément au Guide du ministére de la Santé publique vétérinaire d'Alsace pour le soin et
I'utilisation des animaux de laboratoire (numéro 67-186) et en suivant les lignes directrices
éthiques de I'Association internationale pour I'étude de la douleur. Le numéro de saisine

couvrant I’ensemble des expérimentations a €té le suivant : APAFIS#9373-201605111128746 v2.

11/ Drogues et solubilisation
e Epirubicine (EPI ; Carbosynth Limited, UK)
EPI est une anthracycline, 4'-épi-isomere de I'antibiotique antinéoplasique doxorubicine. Cette
drogue s'intercale dans I'ADN et forme un complexe inhibant la topoisomérase Il. En plus

d’inhiber la réplication de I’ADN, ce complexe conduit a sa fragmentation (figure 11).
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Le chlorhydrate d'EPI a été dissous dans une solution saline 30 minutes a 30°C, stocké a 4°C
et protégé de la lumiere. La solution saline a été utilisée pour le groupe véhicule. L’EPI a été
administrée par voie intra-péritonéale tous les deux jours pendant une semaine (4 injections) a

une dose de 1 mg/kg/injection.

e Docétaxel (DO ; Carbosynth Limited, UK)

Le DO est un taxane semi-synthétique appartenant a la famille des poisons du fuseau
mitotique qui exerce ses effets anticancéreux via la stabilisation des microtubules (figure 11).
En stabilisant la polymérisation des diméres de tubuline, le DO conduit ainsi a 1’arrét de la
division mitotique dans la phase G2/M du cycle cellulaire et a la mort cellulaire par apoptose.
En clinique, la forme posologique intraveineuse du DO disponible dans le commerce est
formulée dans un tensioactif non ionique, le polysorbate 80 (ou Tween 80®), et dans de
I’éthanol pour finalement étre dilu¢ dans du liquide de perfusion. Ce mélange doit étre utilisé
dans les 4 heures suivants sa conception en raison de son instabilité entre 2 et 25 ° C.

Ici, le DO a été dissous dans un mélange d'éthanol-Tween80 (50%/50%) a une concentration
de 20 mg/ml. Juste avant I'administration a I’animal, ce mélange a été dilué¢ 10 fois avec une
solution aqueuse contenant 5% de glucose (mélange final éthanol/Tween80/eau glucosée :
5%/5%/90%) pour obtenir une dose de 2 mg/mL. Les rats témoins ont été injectés avec le
mélange éthanol-Tween80-eau glucosée 5% (5%/5%/90%). Le DO a été administré par voie
intra-péritonéale tous les deux jours pendant deux semaines (8 injections) a une dose de 2

mg/kg/injection.
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Epirubicine Docétaxel

anthracycline taxane — poison du fuseau

Fragmente et empéche
I'enroulement de I’ADN

| |
\
L \ }

‘!.
Apoptose

Blogue la division cellulaire

Figure 11 : Mécanisme d’action de I’épirubicine et du docétaxel

L’épirubicine et le docétaxel sont des agents cytotoxiques utilisés comme traitement chimiothérapique
pour leur capacité a former des complexes avec I’ADN (épirubicine) ou a stabiliser la polymérisation
de la tubuline (docétaxel), conduisant a [’arrét de la division cellulaire et a la mort des cellules

cancéreuses.

e Duloxétine (DU, Carbosynth Limited, Royaume-Uni)

DU est un antidépresseur inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline. DU
a été diluée dans de I'nydroxypropylcellulose ou HPC 0,3% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
dans de I'eau, qui a été utilisé comme véhicule. En traitement des neuropathies chimio-induite

chez les patients, la DU est administrée chaque jour a 60 mg (Smith, Pang et al. 2013, Lunn,
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Hughes et al. 2014, Pachman, Watson et al. 2014), correspondant environ a une dose de
Img/kg/jour. Basé sur ce fait, dans 1’é¢tude du potentiel thérapeutique de la DU contre la
neuropathie périphérique évoquée par la CNA, nous avons utilise DU a une dose de
2mg/kg/2 jours. Pour évaluer les effets neuroprotecteurs potentiels au niveau du SNC
(cognition/mémoire), nous avons testé différentes doses de DU, a savoir 1, 2, 4 et 8 mg/kg/2
jours. La DU a été administrée par voie intra-péritonéale tous les deux jours pendant 4

semaines (15 injections).

e Allopregnanolone (AP, Carbosynth Limited, Royaume-Uni)

L’AP est un neurostéroide neuroactif métabolite de la progestérone. AP a été dilué dans de
I'nydroxypropylcellulose ou HPC 0,3% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) dans de l'eau, qui a
été utilisé comme vehicule. AP a 4 mg/kg/2jours apparait comme étant la dose efficace et
optimale pour traiter les symptdmes neuropathiques dans des modéles animaux de
neuropathie évoquée par la vincristine et 1’oxaliplatine (Meyer, Patte-Mensah et al. 2010,
Meyer, Patte-Mensah et al. 2011). Basé sur ces précédents résultats, nous avons donc utilisé
dans cette étude I’AP a une dose de 4 mg/kg/2jours. L’ AP a été administré par voie intra-

péritonéale tous les deux jours pendant 4 semaines (15 injections).
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111/ Traitement animal

I11.1. Démarche expérimentale des tests comportementaux

e " IP/2jours

Traitements

Acclimatation y {4 4§ 4 4 ¥ ¥ ¥ ¥ ¢ ¢+ ¥ ¥ ¥ ¢
s

Epirubicine Docétaxel
| | M M |
I T T T T T 1
7 Jo 7 114 J21 )28 134
TESTS TESTS TESTS TESTS
noci. #1 noci. #2 noci. #3 noci. #4
cognitif #1 cognitif #2
moteur

Figure 12 : Protocole expérimental général avec stratégie thérapeutique préventive

Apres une semaine d’acclimatation pour les rates, les traitements (selon les groupes
d’animaux) ont été administrés durant les 4 premieres semaines (Jo a J28). Le traitement de
chimiothérapie néo-adjuvante s est effectué sur 3 semaines a partir de J7, avec 4 injections
d’épirubicine a Img/kg/injection la premiere semaine, suivie de § injections de docétaxel a
2mg/kg/injection les deux semaines suivantes (JI14 a J28). Afin de voir [’évolution des
altérations sensorielles périphériques, les tests nociceptifs (filament de von Frey et test de la
goutte d’acétone / noci.) ont été régulierement réalisés, comme indiqué sur le schéma, a J0
(noci. #1), a J21 (noci. #2), J28 (noci. #3) et J34 (noci. #4). L’évaluation des capacités
mnésiques par le test du « spatial object recognition » a été faite pré- et post-traitement (JO et
J34, cognitif #1 et cognitif #2 respectivement). Enfin, |’évaluation des capacités locomotrices
a la suite des traitements a été effectuée par le test du Catwalk a J34. Les prélévements ainsi
que les analyses électrophysiologiques ont été effectués a J34.
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Tableau 13 : Cohortes utilisées pour réaliser les différentes études

Analyses biochimigques Groupes
Etude Cohorte Tests comportementaux ot nleo hvsiolo iq Ues expérimentaux
phystologlq (effectif)
o Nerf sciatique : veh-veh (6)
Nociceptifs NF200 c-veh (6)
A e GFAP c-DU (6)
[Cognitif-objets centraux] CD11b/c ¢-AP (6)
Eléctrophysiologie c-DUAP (6)
Encéphale : veh-veh (6)
Caracterlsfaltlon du Cognitif - objets périphériques GFAP c-veh (6)
modele B Ki67 DU2 (6
+ Moteurs NG2 C_DU4 (6)
Evaluation des CD45 C_DU8 (6)
traitements Frottis vaginaux c-DU8 (6)
thérapeutiques
potentiels Encéphale :
GFAP veh-veh (6)
Cognitif — objets périphériques Ki67 veh-DUA4 (6)
C NG2 c-veh (6)
Moteur CD45 c-DUL1 (6)
Sang intra-cardiague : c-DU2 (6)
Dosage cytokines c-DU4 (6)
Frottis vaginaux
Choix des distances . . N
pour le test cognitif D Cognitif — objets centraux / Naives (5)
Ii\r/zg:l?icl)irt]éd;elfla E / Test du colorant bleu veh (3)
P Evans CNA (5)

BHE
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La figure 12 illustre le protocole expérimental des injections et des tests
comportementaux effectués. Le tableau 13 reprend toutes les cohortes utilisées pour effectuer
les différentes études. Aprés I’arrivée des animaux dans 1’animalerie centrale, nous avons
laissé une semaine d’acclimatation pour les rats, durant laquelle des sessions d’habituation a
I’expérimentateur et a la manipulation ont été effectuées. Avant le début du traitement au jour
0 (JO), les tests nociceptifs et cognitifs de condition basale (tests #1) ont été réalisés. Ces tests
en condition basale ont permis de constituer des groupes d’animaux de sensibilité¢ et de
performance mnésique homogene. Dans le but d’évaluer le potentiel neuroprotecteur de la
combinaison DUAP comparée a la DU et a I’AP seule pour lutter contre les altérations liées a
la neuropathie périphérique, 5 groupes ont été constitués, a savoir le groupe véhicule-véhicule
(veh-veh), le groupe chimio-véhicule (c-veh), le groupe chimio-Duloxétine a
2mg/kg/injection (c-DU), le groupe chimio-allopregnanolone a 4 mg/kg/injection (c-AP) et le
groupe chimio-Duloxétine+AP a 2 et 4 mg/kg/injection respectivement (c-DUAP). Nous
avons également évalué le potentiel neuroprotecteur sur les atteintes centrales de la DU a
différentes concentrations. Pour ce travail, nous avons constitu¢é 6 groupes d’animaux :
vehicule-véhicule (veh-veh), véhicule-Duloxétine a 4mg/kg/injection (veh-DU4), chimio-
vehicule (c-veh), chimio-Duloxétine a 1mg/kg/injection (c-DU1), chimio-Duloxétine 2mg/kg
(c-DU2), chimio-Duloxétine a 4mg/kg/injection (c-DU4) et chimio-Duloxétine 8mg/kg (c-
DU8).

Pour ¢établir une cinétique d’installation des symptomes neuropathiques, les tests
comportementaux ont été réalisés a J21 (noci #2), J28 (noci #3), et une semaine apres 1’arrét
de tous traitements (noci #4 ; cognitif #2 et moteur).

Pour éviter les biais liés a I’éventuel stress et a I’effet aigue potentiel des drogues, les
injections sont effectuées apres les tests comportementaux. Enfin, les animaux ont été suivis

et pesés quotidiennement tout au long de 1’expérimentation.
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111.2. Démarche expérimentale des injections
111.2.1. Traitements thérapeutiques potentiels :

Les différents traitements testés en stratégie préventive ont débuté une semaine avant
la chimiothérapie, immédiatement apres les premiers tests nociceptifs et cognitifs en condition
basale (#1, JO) (Figure 12). Ils se poursuivent jusqu'a la fin de la période d’administration de
la chimiothérapie (J28). Ainsi, les animaux ont €té injectés par voie ip tous les deux jours
pendant 4 semaines. Les traitements ont donc éte effectués a JO, J2, J4, J6, J8, J10, J12, J14,
J16, J18, J20, J22, J24, J26 et J28. Selon le traitement administré, les animaux ont recu une
dose cumulée d’AP de 60mg/kg, et/ou 15, 30, 60 ou 120mg/kg de duloxétine. Les rats

témoins ont été injectés avec le véhicule (1 mL/kg) selon un schéma similaire.

111.2.2 Chimiothérapie :

La chimiothérapie a été administrée pendant 3 semaines a partir de J7, soit une
semaine aprés le debut des traitements préventifs contre la NPCI. Les animaux ont été
séquentiellement traités par EPI et DO par voie ip tous les deux jours pendant la premiere et
les deux semaines suivantes respectivement. EPI a donc été donnée a J7, J9, J11 et J13 et DO
aJl4,J16, J18, J20, J22, J24, J26 et J28. Les animaux ont recu une dose séquentielle cumulée
de 4 mg/kg et 16 mg/kg d’EPI et de DO respectivement. Les rats témoins ont €té€ injectés avec

le véhicule (1 mL/kg) de la méme facon.

I\VV/ Analyses comportementales

L’ordre de passage des animaux a été conservé d’un jour de test comportemental a
I’autre. Chaque dispositif a été nettoy€ a 1’éthanol 70% entre chaque animal, et nettoyé a
grande eau-savon plus alcool a la fin de chaque expérience. Dans ’optique de minimiser

I’anxiété, les animaux ont été habitués aux différents dispositifs la veille des tests a JO. De
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méme, les animaux sont placés dans leur cage de stabulation dans la piece des tests

comportementaux au moins 30 minutes avant le début de chaque test.

IVV.1. Evaluation de la sensibilité nociceptive par des tests nociceptifs

La douleur neuropathique résulte d’une lésion ou d’une modification pathologique du
systéeme nerveux somatosensoriel, conduisant a un mode de fonctionnement anormal ou
inadapté. Les patients peuvent ainsi présenter des douleurs spontanées continues et/ou des
paresthésies (picotements, piqlres, engourdissements), auxquels peuvent s’ajouter des
douleurs de type hyperalgie (un stimulus nociceptif per¢u de maniere plus intense qu’a
I’ordinaire) et de 1’allodynie (un contact physique non douloureux pouvant le devenir). Pour
évaluer la sensibilité mécanique et thermique au froid, nous avons utilisé le test des filaments

de von Frey ainsi que le test de la goutte a I’acétone respectivement.

IV.1.1. Sensibilité mécanique : Test des filaments de von Frey

=

TN, ‘15,’,.&.

AR
.‘4 ‘;‘

Figure 13 : Test comportemental des filaments de von Frey

Le rat est placé dans une enceinte surélevée au sol grillage. Aprés 10 minutes d’acclimatation, les
filaments de von Frey (A) sont appliqués 5 fois chacun sur la face plantaire des deux pattes arriére de
[’animal, lorsqu’il est calme et immobile (B). Les filaments sont appliqués jusqu’a obtenir la courbure
du filament (C) et le pourcentage de réponse est ensuite calculé.
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PRINCIPE

Les filaments de von Frey sont des outils de diagnostic, de recherche et de dépistage
utilisés a la fois en clinique humaine et animale, et sont des outils importants pour I'étude des
mécanismes de l'entrée sensorielle induite par la stimulation cutanée (Chaplan et al. 1994,
Pitcher et al. 1999, Deuis et al. 2017). Son utilisation évalue la sensibilité mécanique par
I’application de filaments de méme longueur mais de diameétre varié. Par conséquent, les
filaments, de calibres différents, permettent d’appliquer une gamme de force (typiquement de
0,008 g jusqu'a 300 g de force) dans le champ réceptif cutané. La stimulation mécanique est
réalisée lorsque I'extrémité du filament de diamétre donné est appliquée, chez 1’animal, contre
la surface plantaire arriere a angle droit. La force d'application augmente tant que
I'expérimentateur poursuit le mouvement de pression, jusqu'a ce que le filament fléchisse
(figure 13C). Apres la flexion du filament, la poursuite du mouvement de pression augmente
la flexion mais pas la force d'application. Ce principe permet a I'expérimentateur d'appliquer
sur la surface de la peau, a la main, une force reproductible. L'application de filaments est
faite pour provoguer une réponse de retrait de la patte arriere en cas de douleur et permet donc
d’établir le nombre de réponse de retrait de la patte. L’évolution du comportement douloureux
et notamment le développement et le maintien d’une allodynie et/ou d’une hyperalgie
mécanique statique peut alors étre suivie. A ce jour, le treillis métallique est I'appareil
couramment utilis¢é pour permettre leur application chez I’animal (figure 13B). Plus
précisément, le rat testé est placé sur un plancher surélevé, tandis que les filaments sont
appliqués par le bas, a travers la maille du plancher grillagé, sur la surface plantaire de la patte

(Figure 13B et C).

APPROCHE EXPERIMENTALE
L’animal est placé dans une enceinte en acrylique surélevée au sol grillagé

(L32x122xH34 cm). Aprés 10 minutes d’habituation dans I’enceinte, 1’animal a fini d’explorer
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les locaux et se tient tranquille dans une quasi-immobilité, ce qui permet de commencer
I’expérience. Le test consiste en ’application des filaments de 4, 10, 15, et 26 g sur la surface
plantaire des pattes arriére de ’animal. Chaque filament est appliqué 5 fois par patte et de
facon alternative droite-gauche. La réponse de I’animal a chaque stimulation est quantifiée
selon la régle suivante : 0, absence de réponse a 1’application du filament ; 1, retrait de la patte
stimulée avec éventuellement fuite ou attaque du filament et/ou toilettage asymétrique dirigé
vers la région stimulée, correspondant a une réponse comportementale douloureuse. Chaque
score est rapporté manuellement sur une grille portant le numéro de 1’animal ainsi que la date.
On calcule ensuite un pourcentage de réponse sur les 5 scores obtenus pour chaque filament.
Il est a noter qu’un pourcentage de réponse > 80 % sonne 1’arrét du test pour 1’animal
concerné (point limite). Usuellement, le test des filaments de von Frey sert a évaluer le
symptome d’allodynie mécanique (4 g) mais aussi I’hyperalgic mécanique (15 g; 26 Q).
Ainsi, les données obtenues permettent d’objectiver les symptomes d’allodynie et
d’hyperalgie mécanique. Les animaux sont testés a JO avant toute injection (condition basale)
ce qui permet également de constituer des groupes de rats de sensibilités homogenes, puis a

J14 (avant injection de chimiothérapie), J21, J28 et J34.

1VV.1.2 Sensibilité thermique au froid : Test de la goutte a I’acétone

Figure 14 : Test comportemental de la goutte d’acétone

Pour évaluer la sensibilité nociceptive thermique au froid, le rat est placé dans une enceinte surélevée
au sol grillagé. Une goutte d’acétone est déposée, a [’aide d’une seringue Hamilton disposant d’un
cathéter (A), au niveau de la patte arriere de [’animal pour cibler la surface plantaire (B).
L’évaporation de la goutte d’acétone au contact de I’animal produit alors un stimulus froid. Le temps
de latence de retrait de la patte est enregistré dans une période de 20 secondes.
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PRINCIPE

Un modele commun pour tester et évaluer la sensibilit¢ au froid, et plus
particuliérement 1’allodynie thermique, est le test d'évaporation de l'acétone. Cette méthode
couramment utilisée se base sur les propriétés de 1’acétone a devenir froid lors de son

évaporation au contact de la peau (Choi et al. 1994, Sandkuhler 2009, Brenner et al. 2012).

APPROCHE EXPERIMENTALE

Dans notre cas, nous réalisons le test de 1’acétone a la suite du test des filaments de
von Frey. Les six animaux sont placés dans le méme dispositif utilisé pour le test des
filaments de von Frey. Apres un délai d’habituation au dispositif de 10 minutes, le test débute.
A I’aide d’une seringue Hamilton sur laquelle est placé un cathéter, on dépose 50ul d’acétone
pur sur le coté de la patte arriére de I’animal (figure 14A), avec comme objectif de cibler la
surface plantaire du rongeur (figure 14B). Il est a noter que 1’on évite de toucher I’animal pour
ne pas induire de biais via une stimulation mécanique de la zone. A la suite du dépdt de la
goutte d’acétone, on déclenche immédiatement un chronometre et on observe la réponse de
I’animal pendant une période de 20 secondes. Une réponse est considérée comme positive
lorsque la stimulation thermique induit le retrait de la patte accompagné de secousses, avec
éventuellement toilettage asymétrique dirigé vers cette région. Sur la feuille de résultats, on
reporte le temps de latence jusqu’a observer un retrait de la patte et/ou un léchage pour
chaque animal et pour chaque patte. On répéte 3 mesures pour chaque patte arriere, ce qui

nous fait 6 mesures par animal au total, et nous permet de calculer un pourcentage de réponse.

IV.2. Evaluation de la mémoire spatiale par le test du spatial object
recognition

CHOIX DU TEST COGNITIF
Chez les patientes, on observe des déficits cognitifs objectivés par des tests

neuropsychologiques. En plus de toucher les fonctions exécutives et les processus
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attentionnels, ces déficits chimio-induits concernent en particulier des dysfonctionnements de
la mémoire épisodique et de la mémoire de travail. Etant donné le spectre des déficits
neurocognitifs chez les patientes, il a été proposé que la toxicité de I’hippocampe - structure
jouant un réle clef dans la formation de la mémoire, de 1’apprentissage et dans les processus
spatiaux - induit par la chimiothérapie, est un important médiateur de ce syndrome (Dietrich,
Prust et al. 2015). De plus, les techniques de neuro-imagerie cérébrale montrent une
diminution du volume de I’hippocampe chez les patientes, mais également une diminution de
son activation lors de tdche mnésique, en lien avec les déficits faisant suite a la chimiothérapie
(Dietrich, Prust et al. 2015, Orchard, Gaudier-Diaz et al. 2017).

Pour évaluer les capacités mnésiques dans notre modéle d’étude, nous avons donc choisi et
utilisé un test cognitif directement li¢ a D’intégrit¢ de 1’hippocampe. Le Spatial object
recognition est une version modifiée de 1’object recognition task qui permet de tester, cette
fois-ci, la mémoire spatiale chez les rongeurs (Barker et al. 2007). Cette tache évalue
I’habilet¢ du rat a reconnaitre un déplacement d’objet familier, et donc une certaine
configuration spatiale, dans un environnement connu. Répondant a la question «ou ? », ce
test, communément associé avec les mesures de la mémoire épisodique hippocampique,
permet donc I’étude de la mémoire hippocampo-dépendante chez le rongeur (Tuscher, Szinte
et al. 2016).

Basé sur la tendance naturelle et la préférence spontanée des rongeurs a la nouveauté et a
I’exploration d’un nouveau stimulus (Ennaceur et al. 1997), ce test offre plusieurs avantages.
En effet, il ne nécessite pas d’entrainement (contrairement a la piscine de Morris, par
exemple), et n’exige pas de punition ou de renforcateurs qui pourraient influencer la
composante motivationnelle. Enfin, il ne demande ni de restriction nutritive, de choc

électrique ou bien de submersion dans 1’eau. Hormis le stress li¢ a 1’enceinte ouverte que
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constitue le dispositif, ce test est considéré comme moins anxiogéne pour l’animal en

comparaison a d’autres (Tuscher, Szinte et al. 2016).

A JOUR1 - HABITUATION/FAMILIARISATION

X’ X’

B JOUR 2 — TEST

APPRENTISSAGE TEST

Figure 15 : Protocole expérimental du test de 1’0bject spatial recognition

Ce test permettant d’évaluer la mémoire spatiale chez le rongeur se compose de deux phases. Au jour
1 (A), correspondant a la phase d’habituation et de familiarisation, [’animal est libre d’explorer
pendant une durée de 5 minutes le dispositif expérimental (enceinte en champ ouvert) vide puis dans
lequel se situent deux objets identiques. Le lendemain (B), on procéde au jour de test, décomposé en
une étape d’apprentissage ou [’animal explore et encode une certaine configuration spatiale, puis
apres un délai de 5 minutes [ ’étape de test dans laquelle un des deux objets est déplacé d’une certaine
distance définie. Le temps d’exploration pour chaque objet et dans chaque phase est enregistré grdace
au systéme de video tracking Any-maze.

PRINCIPE ET APPROCHE EXPERIMENTALE
Pour effectuer ce test, nous nous sommes basé et inspiré du protocole expérimental de
Ceés (Ces, Burg et al. 2018), également utilisé par van Hagen (van Hagen, van Goethem et al.

2015). Ce test se compose de trois étapes réparties sur deux jours consécutifs : une phase
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d’habituation au premier jour (figure 15A), puis le lendemain une phase d’échantillonnage

suivie par la phase de test (figure 15B).

e Jourl
L’habituation permet de familiariser 1’animal avec I’enceinte ouverte, afin qu’elle
devienne un environnement connu, et de I’habituer a la présence d’objets dans cet
environnement. Pour cela I’animal est placé, la veille du jour d’apprentissage et de test, dans
I’enceinte vide d’objets puis, aprés un délai de 5 minutes dans sa cage, avec deux objets

identiques ou 1’animal est libre d’exploration pendant 5 minutes.

e Jour?2

Le jour suivant, pendant la phase d’apprentissage ou dite d’échantillonnage, une
nouvelle paire d’objets est placée distancés de 30cm 1’'un de I’autre dans I’enceinte. L’animal
est libre d’explorer cet environnement pendant 5 minutes. Aprés un délai de 5 autres minutes
dans sa cage, ’animal est replacé dans 1’enceinte ou un des deux objets a été¢ déplacé d’une
certaine distance (20 cm, soit une distance de 50 cm entre les deux objets puis 30 cm, soit une
distance de 60 cm entre les objets). Le temps d’exploration est enregistré et mesuré pour
chaque objet. Le temps d’exploration est défini comme étant 1'orientation du museau de
l'animal a moins de deux centimetres de 1’objet, que 1’animal renifle ou touche 1’objet.
Cependant, le fait de courir autour de 1’objet, d’étre assis ou de monter sur 1’objet n'a pas été

considéré et enregistré comme étant de I'exploration.

CALCUL DE L’INDEX

L’enregistrement des différents temps d’exploration pendant la phase

d’échantillonnage et la phase de test permet de calculer un index relatif de discrimination.
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Les temps d’exploration en phase d’échantillonnage de 1’objet fixe (t1) et de I’objet a déplacer
(t2) sont enregistrés et permettent de calculer 1’indice de discrimination (l1) corrigée par
I’activité exploratoire : 11 = (t2-t1) /(t1+t2)

I1 est a noter qu’ici, I’animal ne devrait pas présenter de préférence pour 1’un des deux objets
et donc explorer ces objets de fagon identique. On obtient donc un indice de discrimination

autour de la valeur nulle.

De la méme facon, les temps d’exploration en phase de test de I’objet fixe (t3) et de 1’objet
déplacé (ts) permettent de la méme maniére de calculer ’indice de discrimination (I2) corrigé

par Dactivité exploratoire : l2 = (ts-t3) / (tz+14)

Dans un souci d’éventuelle différence d’exploration entre les deux objets durant la phase
d’échantillonnage, qui pourrait refléter une préférence pour 'une des deux positions, nous
avons corrigé 1’indice obtenu lors de la phase de test (l2) par I’indice de la phase

d’échantillonnage (Iv) :

INDEX=12-11

On obtient donc un index de discrimination relatif pouvant aller de -1 a +1. Un index de -1 ou
+1 indique une préférence compléte pour 1’objet en position fixe ou le nouvel emplacement
respectivement, et un index de 0 signifie qu’il n’y a aucune préférence. Classiquement un rat
passe plus de temps a explorer I’objet déplacé s’il se souvient de la place familiere, ce qui
refléte 1’utilisation de processus d’encodage et de mémorisation. On considere que la mémoire
spatiale est intacte quand I’animal passe significativement plus de temps sur I’objet déplacé

durant la phase de test.

147



MATERIELS et METHODES -

IVV.3. Evaluation des capacités motrices par le test du Catwalk

Les effets potentiels de la CNA dans cette étude sur la locomotion sont importants a
caractériser. En effet, si les capacités locomotrices sont affectées, il existe de potentielles
interactions avec d’autres mesures comportementales destinées a évaluer les fonctions
cognitives, particulierement dans des taches d’exploration et/ou de navigation spatiale. En
outre, cette caractérisation locomotrice permet de vérifier I’existence de biais sensorimoteurs

pouvant affecter les résultats obtenus dans les autres tests comportementaux. Pour cette

caractérisation locomotrice, nous avons utilisé la méthode du Catwalk.

Run001 1,60 (161/741).

Figure 16 : Test comportemental du Catwalk

(A) Présentation du dispositif du Catwalk et (B) exemple d’un rat a la sortie de la passerelle. En (C)
une impression écran de l’analyse de la marche dans le logiciel du Catwalk.

PRINCIPE

La méthode du Catwalk, qui mesure un grand nombre de paramétres de marche
statique et dynamique, est un systétme complet d’évaluation quantitative des pas et des
performances motrices chez les rongeurs. Les impressions réelles des pas sont mesurées avec

précision et permettent d’obtenir des données fiables. Cette méthode d’analyse locomotrice
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assistée par ordinateur permet la quantification rapide des paramétres individuels de la patte
ainsi que des parametres liés a la coordination motrice. L’appareil du CatWalk se compose
d'une passerelle en verre éclairée par une lumiére fluorescente (figure 16A et B). Lorsque la
patte de 1’animal est en contact avec la surface supérieure de la passerelle, 1'empreinte
lumineuse est réfléchie vers le bas. Le systéeme est équipé d'une cameéra couleur haute vitesse

connectée a un ordinateur avec le logiciel de détection CatwalkXT9.1 (figure 16C).

PROTOCOLE

L’animal traverse volontairement la passerelle en verre et ses empreintes de pas sont
ainsi capturées. Pour valider une traversée, I'animal doit passer le couloir dans un délai
compris entre 0,50 et 10 secondes, sans marquer d’arréter ni se retourner dans le dispositif.
Les rats ont d'abord été habitués a I'appareil et entrainés la veille du jour du test locomoteur,
en traversant au minimum trois fois le couloir sans enregistrement. Ce test locomoteur a été
réalisé une fois par animal, a raison de 3 passages consécutifs, en fin d’expérimentation (J34).
La passerelle a été fixée a 9,5 cm de large. La caméra était positionnée a 96 cm sous la
passerelle et les parametres de détection automatique ont été appliqués. Un seuil d'intensité a

été réglé a 0,10 et le gain de la caméra a été réglé a 20.

PARAMETRES ANALYSES

Parametres liés aux pattes simples :

e Support de la marche (base of support) (moyenne, exprimé en cm) : Le support de la

marche (ou base de soutien) est la distance entre les deux membres postérieurs ou
antérieurs du rat (figure 17). Il est mesuré pour chaque cycle de pas et est une moyenne
calculée par traversée de la passerelle. Ce parametre est en lien avec les capacités

d’équilibre de 1I’animal.
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Figure 17 : Paramétre de support de la marche évalué par le test du Catwalk

(A) Les empreintes de pas des pattes antérieures gauche et droite (G Ant. et D Ant.), et des pattes
postérieures gauche et droite (G Post. et D Post.) de I’animal (vue de dessous). L’enregistrement de
ces empreintes par le systéme du Catwalk permet d’analyser de multiples paramétres, dont le support
de la marche, ou encore appelé base de soutien, qui fait référence a la distance entre les deux pattes
postérieures et antérieures (B).

e Intensité de I'empreinte de la patte (mean intensity) (exprimée en unités arbitraires) : Ce

parameétre décrit la pression moyenne exercée par une patte individuelle pendant le

contact avec le sol, pendant toute la traversée de la passerelle.

Parametre lié a la coordination :

e Séquence de la marche ou indice de réqularité (regularity index) (exprimé en %) :

L'indice de régularité est une mesure de la coordination entre les membres en utilisant
I'analyse des sequences d'étapes (Vrinten and Hamers 2003). L’index de régularité évalue

le degré de coordination et représente le pourcentage de séquences d'étapes normales.
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V/ Identification du stade du cycle cestral par
coloration cytologique

Les hormones stéroides régulent des fonctions variées associées au systeme nerveux,
incluant la régulation des systémes de neurotransmissions, la connectivité synaptique, le
branchement dendritique et la myeélinisation. Ainsi, ils sont impliqués dans les émotions,
I’humeur, les comportements sexuels et sociaux, mais également dans la cognition (Rossetti et
al. 2016). Afin de vérifier la part du statut hormonal sur les performances mnésiques lors de
nos tests, et d’éviter des interprétations biaisées par ce phénomeéne, il est important

d’identifier le stade du cycle cestral ou se situe chaque animal lors du test cognitif.

COLLECTION DES CELLULES VAGINALES

Pour collecter les cellules vaginales, nous avons appliqué la procédure de McLean
(McLean et al. 2012). On agrippe la queue de 1’animal pour élever son extrémité arriére. Dans
le cas ou I’animal urine, on attend que la miction s'arréte pour ensuite rincer I'ouverture a
I’entrée du canal vaginal avec de I’eau distillée, en utilisant une pipette autre que la pipette de
prélévement. On place ensuite I'extrémité de la pipette pasteure remplie d’eau distillée a
I'ouverture du canal, et on expulse doucement le quart voire la moitié du volume d'eau a
I'ouverture du canal vaginal. Le liquide est aspiré spontanément dans le canal, sans insertion
de la pointe. On relache ensuite lentement la pression exercée sur I'ampoule pour que le
liquide se retire dans la pointe. Cette opération est répétée 4-5 fois pour obtenir un nombre
suffisant de cellules dans un seul échantillon. Le liquide est ensuite placé sur une lame de
verre gélatinée, puis le frottis est laissé sécher complétement a température ambiante. Une fois

secs, ces frottis sont immédiatement colorés.
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COLORATION CYTOLOGIQUE EN UTILISANT LE VIOLET DE CRESYL

La lame seche est placée dans un récipient de coloration contenant le colorant violet de
cresyl 0,1% pendant 20 minutes. Apres avoir rincé la lame avec de I’eau distillée pendant 2 x
1 seconde, I'excédent d’eau distillée sur les bords de la lame est enlevé avec un essuie-tout, en
évitant tout contact avec le frottis. Le montage des lamelles est réalis¢ avec de I’eukitt®
(eukitt® quick-hardening mounting medium, Sigma-aldrich, St Louis, MO). Les frottis ainsi

colorés sont ensuite stockes a température ambiante.

ANALYSE

Le rapport relatif des types de cellules observées par microscopie optique dans les
frottis est utilisé pour identifier le stade du cycle oestral de 1’animal le jour de la collecte de
I'échantillon (figure 21) (McLean, Valenzuela et al. 2012). Au cours du dioestrus qui dure
environ 57h chez la rate, on retrouve surtout des leucocytes qui prédominent, méme si on peut
retrouver quelques rares cellules épithéliales. Pendant le pro-oestrus, qui dure 12h, les cellules
sont presque exclusivement des amas de cellules épithéliales nuclées rondes et bien formees,
avec la présence de quelques leucocytes. Au cours de I’oestrus (12h également), on retrouve
des cellules épithéliales cornifiées présentes dans des grappes densément tassées. Enfin, au
cours du metoestrus d’une durée de 21h, de petits leucocytes colorés de maniere sombre

prédominent.
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Figure 18 : Evaluation cytologique des frottis vaginaux pour identifier le stade du cycle oestral des
rates.
Trois principaux types cellulaires sont détectés dans les échantillons de frottis vaginaux dont le

rapport peut étre utilisé pour identifier le dioestrus, le pro-cestrus, I'estrus et le metoestrus. Les
fleches noires pointent des cellules épithéliales nucléées, rondes et bien formées, qui sont présentes en
grand nombre et en amas lors du pro-estrus. La téte de la fleche rouge indique les leucocytes présents
lors du dioestrus et prédominants dans le metoestrus. La fleche orange cible une cellule épithéliale
cornifiée typique, présente lors de la phase de [’cestrus. (Barre d’échelle 20 um).

VI/ Etude de la perméabilite para-cellulaire de la
barriere hémato-encéphalique : test du colorant bleu
Evans (Evans blue dye Assay)

PRINCIPE

Plusieurs méthodes expérimentales sont utilisées pour évaluer le statut de la barriere
hémato-encéphalique (BHE). Le modéle le plus largement utilisé dans les modeéles
expérimentaux est 1’utilisation de colorants intra-vitaux (traceurs, marqueurs) appliqués par
voie intraveineuse, qui peuvent traverser la BHE seulement quand celle-ci est rompue (del

Valle et al. 2008). En effet, ayant un poids moléculaire supérieur a 180 Da, leur passage a
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travers une barriére intacte est impossible. En termes de taille moléculaire, ces marqueurs
représentent un large spectre de colorants dans lesquels la fluorescéine de sodium (NaFl, MW
376 Da) est lI'une des plus petites, tandis que le bleu Evans (EB, MW 961 Da) est I'un des plus
grands. Cependant, dans la circulation sanguine, ce dernier se lie fortement a la fraction
albumine des protéines pour donner naissance a un complexe de haute masse moléculaire
(EBA 68 500 Da). Le colorant bleu Evans est un traceur couramment utilisé pour I'estimation
du volume plasmatique chez I'Homme et I'étude de la perméabilité vasculaire chez des
modeles animaux, dont le principe est schématisé sur la figure 18A et B. Le bleu Evans est
non toxique et non métaboliquement actif dans la circulation des mammifeéres. En raison de sa
liaison rapide a I’albumine sérique et de 1'absence d'absorption cellulaire, sa concentration
plasmatique reste relativement constante dans les heures qui suivent l'injection intraveineuse.
Par conséquent, son extravasation dans les organes centraux est corrélée a une fuite vasculaire
de la serum-albumine, et sa fuite dans le parenchyme cérébral indique une rupture de la BHE
(figure 18B). Apres injection en iv et un temps suffisant pour la circulation du traceur,
I’encéphale est examiné par densité optique et/ou microscopie optique ou fluorescente. Nous
avons choisi une évaluation par densitométrie qui ne permet pas de localiser ni les structures
affectées ni les endroits ou la BHE est potentiellement endommagée, mais permet une

quantification globale de la perturbation de la perméabilité de la BHE (Wang and Lai 2014).
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Figure 19 : Schéma du principe du test du colorant bleu Evans (Evans blue dye Assay)

Le bleu Evans, injecté dans la circulation sanguine, se complexe a I’albumine. Le principe de ce test
repose sur I’incapacité du traceur a atteindre le compartiment cérébral lorsque la barriére hémato-
encéphalique (BHE) est intacte, due a la présence de jonctions serrées au niveau des cellules
endothéliales qui la constituent (A). Si cette barriére protectrice est perturbée et devient perméable (B),
le complexe bleu Evans-albumine peut alors, par voie paracellulaire, atteindre le tissu cérébral. Sa
présence peut ensuite étre quantifiée par densitométrie optique.

APPROCHE EXPERIMENTALE

Pour cette étude, nous avons constitué deux groupes d’animaux afin d’évaluer I’effet
de la CNA sur la perméabilité paracellulaire de la BHE : le groupe CNA (n=5) chez lequel
nous avons administré le traitement de chimiothérapie taxotére séquentiel, et le groupe vehcna
(n=3) ou seul le véhicule a été injecté aux animaux (figure 19). Nous avons anesthésié les
animaux avec ImL/Kg d’un mélange kétamine-xylazine (75mg/mL de Kétamine® 1000
virbac et 10mg/mL de Rompun 2% Bayer health care) par voie intra-péritonéale. La figure 20
représente le schéma des principales étapes du protocole expérimental : aprés la pose d’un
cathéter au niveau de la veine jugulaire, de le bleu Evans (EB pour evans blue) (sigma) 4%

dilué dans une solution saline (NaCl 0.9%), a 2 mL/kg (soit 80 mg EB/Kg) est injecté par voie
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v par un lent bolus (environ 1 minute). Deux heures apres I’injection en iv du traceur pendant
lesquelles ’EB circule, les rats sont perfusés en intracardiaque a 1’aide d’une pompe
péristaltique (Masterflex®, Cole-Parmer® Instrument, Chicago, USA) avec une solution
saline (NaCl 0.9%) héparinée pendant 15 minutes, a 2mL/min - jusqu’a ce que le liquide
sortant de I’atrium droit devienne incolore (environ 250ml — 15min — 110mmHg). Ceci a pour
but de nettoyer toutes traces d’EB dans la circulation sanguine, afin d’éviter toute
contamination des tissus. L’encéphale ainsi que la ME sont ensuite prélevés puis, apres avoir
pesé chaque organe de chaque animal, on procede a I’extravasation de I’EB dans les tissus.
Pour se faire, les tissus ont été immerges dans du formamide (sigma-aldrich), a 60°C pendant
48h, a raison de 10mL formamide/g de tissu.

Les lectures d’absorbance sont faites apres 24 et 48h d’immersion. Pour mesurer la quantité
d’EB dans le surnageant, nous avons réalisé une gamme standard avec des dilutions en série
d’EB dans du NaCl 0,9%. La gamme était ainsi constituée des concentrations suivantes : 0 ;
1,56 ; 3,125; 6,25 ; 12,5; 25; 50 et 100pg/mL d’EB. La gamme, ainsi que les échantillons,
ont été réalisés en triplicats, et 200uL par puit dans une plague 96 puits ont été déposés. Le
formamide pur a été utilisé comme vide (blank). La lecture de 1’absorbance au
spectrophotometre (Multiskan™ GO, ThermoFisher Scientific, USA) a 620nm a ensuite était
effectuée. Les résultats en ug d’EB/g de tissu seront exprimés en pourcentage par rapport au

groupe controle.
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Figure 20 : Protocole expérimental pour ’étude de la perméabilité paracellulaire de la BHE

Pour cette étude 5 rates (Cohorte E) ont été traitées a la CNA (groupe CNA) et 3 ont recu le véhicule
(groupe contréle). Le traitement CNA a été administré sur 3 semaines a partir de JO, avec
["administration de 4 injections d épirubicine a 1mg/kg/injection suivies de 8 injections de docétaxel a
2mg/kg/injection les deux semaines suivantes (J7 a J21). Le lendemain de la derniére injection de
docétaxel (J22), le test du colorant bleu Evans a été effectué.

Circulation Extravasation Lecture absorbance
Lavage .
du traceur des tissus 620 nm
blue Evans 4% J S 1FoornL1/an;.ide -
2mL/k mi/g tissu . —Tg—
/kg 60 | . ] .
W r't_—%
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Figure 21 : Principales étapes pour I’étude de la perméabilité paracellulaire de la BHE par le test
du colorant bleu Evans

Apres anesthésie profonde des animaux, le colorant bleu Evans est administré par voie intra-veineuse.
Apres un délai de 2 heures pendant lequel le bleu Evans circule dans [I’organisme, toute trace du
colorant est éliminée de la circulation sanguine par lavage au NaCl 0,9% pendant 15 minutes.
L ’extravasation du bleu Evans de [’encéphale et de la moelle épiniere se fait par immersion des tissus
dans du formamide pendant 24 ou 48 heures a 60°C. Passé ce délai, le surnageant est prélevé afin
d’effectuer des mesures de [’absorbance a 620nm. C’est a l'aide d’une gamme standard que la

quantité de bleu Evans présent dans les tissus est calculée, et exprimée en pg de bleu Evans/g de tissu.
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VII/ Analyse de la conduction nerveuse par
enregistrements électrophysiologiques

Les mesures électrophysiologiques font parties des standards pour 1’évaluation
neurophysiologique objective des neuropathies périphériques induites par la chimiothérapie
en clinique humaine. Elles impliquent 1’utilisation d’études de la conduction nerveuse qui
mesure la vitesse de conduction (VC) ainsi que ’amplitude maximale du PAN. Ces mesures
fournissent des informations précieuses sur 1’étendue de la perte axonale chez les patients
développant une NPCI. En effet, une diminution de I’amplitude maximale du PAN est une
constatation commune chez les patients, confirmant le développement d’une axonopathie
suite au traitement anti-tumoral (Chaudhry, Rowinsky et al. 1994, Park et al. 2013). Dans
cette étude, nous avons enregistré et mesuré 1’amplitude maximale de PAN ainsi que la VC du

nerf sciatique des rats, en préparation ex vivo.

APPROCHE EXPERIMENTALE

Apres anesthésie profonde a I'uréthane (25%, 0,5 ml/100 g) des rats, les nerfs
sciatiques ont été rapidement disséqués et immergés dans un milieu salin (NaCl 133, KCI 2,
CaCl2 1, MgClI2, HEPES 10 et glucose 10 pH 7,4) 5 minutes avant I'enregistrement. Le nerf
sciatique a ensuite été placé sur des électrodes en argent chlorurées. Des impulsions
électriques de forme rectangulaire de durée de 0,1 ms et d’amplitude variable sont générées
par la routine Clampex du logiciel Pclamp (Axon Instruments, CA, USA) et appliquées a
I'extrémité distale du nerf, a travers une interface Digidata 1322A (Axon Instruments, CA,
USA). Les PAN ont été enregistrés a l'extrémité proximale du nerf (Ax = distance de 24 mm
de I'électrode active) en utilisant un amplificateur differentiel ISO-DAMS8A (Word Precision
Instruments, UK). Le signal a été filtré avec une bande passante de 10 a 10 000 Hz et

numérisé a 500 kHz. L'artefact de stimulation a été obtenu de fagon isolée en utilisant un
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double protocole d'impulsion, puis soustrait des PAN enregistrés avant 1’analyse avec le

logiciel Pclamp. La VC du nerf a été calculée en utilisant la latence entre le début de l'artefact

de stimulation et I'apparition de PAN (At) selon I’équation : CV =Ax/At

VII1/ Détection de protéines au sein des tissus par
Immunohistochimie fluorescente

PRINCIPE

L’immunohistochimie fluorescente est une méthode de localisation de protéines
dans les cellules d’une coupe de tissu par la détection d’antigénes, au moyen d’anticorps,
révélé par fluorescence. L'immunofluorescence indirecte, utilisée dans cette étude, est basée
sur l'utilisation successive de deux anticorps: I’anticorps primaire qui reconnait
spécifiquement la protéine d’intérét contenant 1’antigéne recherché, et un second anticorps
couplé a un fluorochrome qui possede une haute affinité pour 1’anticorps primaire et dirigé

contre son isotype.

PREPARATION DES TISSUS ET DES LAMES

Aprées anesthésie profonde des animaux a 1’uréthane 25% (0,5 ml/100 g), les organes
ont rapidement été disséqués. Les encéphales ont été congelés dans de la glace carbonique
puis mis a -80°C, et les nerfs sciatiques ont été post-fixés dans du paraformaldéhyde a 4%
pendant 48 h. Ces derniers ainsi post-fixés ont été ensuite immergés dans 15% de sucrose
dans du tampon phosphate (PBS) pendant 24 h, suivie de 24 h dans 30% de sucrose-PBS. Ces
échantillons ont ensuite été placés dans un milieu d'insertion (OCT, Tissue-Tek, Reichert-
Jung, Nussloch, Allemagne) et mis a -80 ° C.
Les sections longitudinales de nerf (10 um d'épaisseur) et les sections sagittales d’encéphale

(15 um) ont été réalisées a l'aide d'un cryostat CM 1950 (Leica biosystems, Nanterre, France)
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et montées sur des lames en verre superfrost plus (Thermo Scientific, Waltham,

Massachusetts, Etats-Unis). Ces lames sont ensuite stockées & -20°C.

PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les sections de tissus sur lame ont été pré-incubées pendant 2h avec du sérum normal
de chévre (NGS pour normal goat serum) 5% dans du PBS-tritonx100 (0.3%) utilisé comme
solution de blocage des sites aspécifiques, avant incubation pendant une nuit a 4 ° C avec un
anticorps primaire dilué dans cette méme solution bloguante. La procédure continue par le
ringage de toutes les coupes trois fois par du PBS-tritonx100 (0.3%) (1x5 puis 2x10 minutes).
Apres 1 heure d’incubation a température ambiante dans I’anticorps secondaire dilué dans la
solution de blocage, les sections de tissus ont été rincées quatre fois dans du PBS (1x5 suivi
de 3x10 minutes) et montées dans un milieu de montage glycérolé contenant du 4',6-
diamidino-2-phénylindole (DAPI ; contre-coloration des noyaux) et du 1, 4-Diazobicyclo-
2,2,2-octane (DABCO™ ; agent protecteur de la fluorescence) (Abcam, Paris, France). Le
montage lame-lamelle s’est effectué par 1’utilisation d’eukitt (eukitt® quick-hardening
mounting medium, Sigma-aldrich, St Louis, MO) puis les lames ont été stockées a 4°C,

protégées de la lumiére.

Tableau 14 : Liste des anticorps utilisés en immunomarquage fluorescent

: Fournisseur - o S . .
Cible Marqueur référence Description Dilution Secondaire Tissu
. . Mouse .
Neurofilament 200kDa NF200 Sigma N0142 1:250 A488 Nerf sciatique
monoclonal
Mouse ) AA488 .
Macrophages Cd11b/c Abcam ab1211 monoclonal 1:300 AB5S Nerf sciatique
Cellules gliales (astrocytes, GEAP Abcam ab7260 Rabbit 1-1000 A488 Nerf s,clathue
cellules Schwann) polyclonal Encéphale
PO NG2 Abcam ab50009 Mouse 1:300 A488 Encéphale
monoclonal
I . Rabbit .
Cellules prolifératives Ki67 Abcam ab15580 1:500 A555 Encéphale
polyclonal
. Rabbit )
Cellules leucocytaires CD45 Abcam ab10558 1:200 A488 Encéphale
polyclonal

PO : cellules progénitrices d’oligodendrocytes
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VISUALISATION/OBSERVATION

Les préparations ont été examinées sous un microscope a épifluorescence laser
multicanaux (Olympus DP73, Hambourg, Allemagne), avec filtre GFP, TRITC ou DAPI.
La quantification (comptage et/ou mesure de la valeur moyenne de gris de
I’immunoréactivité) a été effectuée a l'aide du logiciel ImageJ, en moyennant 3 coupes de

tissus par animal.

IX/ Détection de la proteine NF200 dans le nerf
sciatique par western blot

En complément de I'immunomarquage par fluorescence de la protéine NF200, nous

avons utilisé la technique du western blot.

PRINCIPE

Le western blot est une technique analytique de transfert sur membrane permettant la
détection, a l'aide d’anticorps, de protéines spécifiques dans un échantillon biologique. Cette
technique permet ainsi de visualiser des protéines particuliéres dans un mélange complexe
contenant plusieurs protéines. Pour ce faire, les protéines d’un échantillon sont séparées par
électrophorese en fonction de leur poids moléculaire. Aprés transfert sur une membrane, un
anticorps spécifique est ensuite utilisé pour détecter la protéine d’intérét. Le résultat permet
donc de déterminer le poids moléculaire, mais surtout la quantité relative de la protéine

etudiée.

APPROCHE EXPERIMENTALE
Les nerfs sciatiques ont été prélevés et immédiatement congelés a -80 °C sur de la

glace carbonique. Pour I'extraction des protéines, nous avons utilisé un tampon de lyse EDTA
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/ HEPES complété par des inhibiteurs de protéase (comprimés ULTRA complets sans EDTA,
Roche, Béle, Suisse) puis les lysats de protéines ont été centrifugés 10 minutes a 4°C a 10000
x g. L'extrait de protéine (20 pg par puit) a été séparé par électrophorése sur un gel 4-20% de
polyacrylamide préfabriqué (gels mini-PROTEAN® TGX Stain-FreeTM, Bio-Rad) et
transféré sur une membrane en PolyVinyliDene Fluoride (PVDF), préalablement traitée a
I’éthanol absolu, dans une cellule de transfert électrophorétique Mini Trans-Blot (Bio-Rad).
Les membranes ont été saturées avec une solution bloguante, puis incubées pendant une nuit a
4 ° C avec des anticorps primaires contre le neurofilament NF200, et 1'a-tubuline (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) utilis¢é comme contrdle de chargement. La détection par
chimiluminescence a été réalisée en utilisant des anticorps secondaires 1gG-H.R.P de souris
(Abliance, Compiegne, France) et un substrat ECL occidental Clarity ™ (Bio-Rad) dans un
systeme d'imagerie Bio-Rad ChemiDoc MP. Le signal NF200 normalisé a la protéine o-
tubuline a été analysé a l'aide du logiciel Image LabTM. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de contrdle (+ SEM).

X/ Dosage de la concentration sérique de cytokines
par cytometrie en flux

Il est connu que la chimiothérapie exerce des effets immuno-modulateurs systémiques
et stimulent également la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires par les cellules gliales
du systeme nerveux (Lees, Makker et al. 2017). Des études dans différents modeles animaux,
mais également chez des patients, montrent que les médiateurs pro-inflammatoires (en
particulier le TNF-a) sont associés au développement des douleurs neuropathiques, ainsi

qu’aux changements cérébraux structurels et fonctionnels associés aux troubles cognitifs suite
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au traitement anticancéreux (Leung and Cahill 2010, Ganz et al. 2013, Kesler, Janelsins et al.
2013, Lacourt and Heijnen 2017). Pour réaliser le dosage de cytokines pro-inflammatoires
circulantes, nous avons utilisé le test BD™ Cytometric Bead Array (CBA-BioScience,
Montana, USA). Ce kit a permis de mesurer la concentration sérique de deux cytokines pro-
inflammatoire, a savoir le TNF-a ainsi que I’interféron (IFN), et de I’interleukine-4 et 10 (IL-

4 et IL-10), deux cytokines anti-inflammatoires.

PRINCIPE

Les tests BD™ CBA fournissent une méthode de capture d'un ensemble de protéines
solubles grace a des billes de taille et de fluorescence connues, permettant de détecter les
analytes en utilisant la cytométrie de flux. Ces billes de capture sont conjuguées a un
anticorps spécifique dirigé contre les protéines d’intéréts que 1’on cherche a détecter et a doser
(figure 22). Le réactif de détection est un mélange d'anticorps conjugués a la phycoérythrine
(PE), qui fournit un signal fluorescent proportionnel a la quantité de protéine liée (figure
22B). Lorsque les billes de capture et le réactif détecteur sont incubés avec un échantillon
inconnu contenant des protéines solubles reconnus, des complexes dits en « sandwich » (billes
de capture - analyte - réactif de détection) sont formés (figure 22A). Ces complexes peuvent
étre mesurés en utilisant un cytométre en flux pour identifier les particules ayant des

caractéristiques spécifiques de la bille de capture, et fluorescentes du détecteur.

AVANTAGES

L utilisation du test BD™ CBA s’apparente a réaliser plusieurs tests ELISA (pour
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) en concomitants, en utilisant la cytométrie de flux.
Les tests BD™ CBA de protéines solubles étant plus sensibles que les tests ELISA, ils
nécessitent donc un volume d’échantillon réduit. Un autre avantage réside également dans le

fait que les tests BD™ CBA de protéines solubles permettent de réaliser une analyse
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simultanée multiplexée de plusieurs protéines a partir d'un seul échantillon, et présente une
haute pertinence statistique via le nombre important de particules de capture de protéines en

suspension.

A Complexe « sandwich »

Phycoérythrine

Anticorps de
capture % (PE)
/ %ﬁnticorps de

détection

Bille de
capture

Analyte
(standard ou échantillon)

Figure 22 : Principe du dosage d’analytes par cytométrie en flux

Des billes de capture aux propriétés de taille et de fluorescence distinctes, et respectivement couplées
a des anticorps de détection spécifique des cytokines d’intéréts, sont mises en présence des
échantillons. Les anticorps de détection conjugués a la phycoérythrine (PE) se lient également aux
échantillons, formant ainsi un complexe « sandwich » constitué de la bille de capture, de I'analyte et
de I'anticorps de détection (A). De cette facon, apreés lavage et analyse par le logiciel FCAP Array™,
ce mélange donnera un signal fluorescent proportionnel a la quantité de cytokines liées (B) dont la

concentration de cytokines pourra étre calculée grace a une courbe standard.
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APPROCHE EXPERIMENTALE

Apreés anesthésie profonde des animaux par un melange kétamine/xylazine, nous
avons réalisé une ponction intracardiaque. Le sang ainsi prélevé a été centrifugé a 1730 x g
pendant 30 minutes a 4°C, afin d’en extraire le sérum qui a ensuite été conservé a -80°C. Pour
doser la concentration sérique en cytokines a 1’aide du kit BD™ CBA (BioScience, Montana,
USA), nous avons suivi le protocole indiqué par le fabriquant. Les standards BD™ CBA rat
soluble protein flex set permettant d’obtenir les concentrations absolues (exprimées en pg/mL)
des cytokines d’intéréts ont été reconstitués avec 4mL de tampon de dilution. Aprés 15
minutes a température ambiante, une dilution en cascade a été réalisée afin d’obtenir les
concentrations finales au 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 et au 1/256 (soit des
concentrations de 5000, 2500, 1250, 625, 312,5, 156, 80 et 40 pg/mL). Le contrble negatif
correspond a la solution de tampon de dilution uniquement. Pour 1’analyse en cytométrie de
flux, 50 pL de sérum et/ou de standard ont été ajoutés a 50 pL de la suspension de billes de
capture, puis laissé incuber 1h a température ambiante, avant d’ajouter 50 pL du réactif de
détection. Apres 2h d’incubation a température ambiante et surtout a I’abri de la lumiére, les
mélanges ont été lavés avec 1mL de tampon puis centrifugé a 200 x g pendant 5 minutes. Le
culot obtenu a ensuite été suspendu dans 300 uL de tampon de lavage. L’acquisition a été
faite par un cytomeétre de flux BD Accuri C6 plus (BioScience, Montana, USA) et les données
ont été analysées a I’aide du logiciel FCAP Array ™. Le seuil de détection est de 27,7 et 6,8

pg/mL pour le TNF-a et I’'TFN respectivement, et de 3 et 10 pg/mL pour I’IL-4 et I-1L10.
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X1/ Analyses statistiques

Toutes les données sur les graphiques représentent la moyenne + SEM. Les différences
statistiques ont été évaluées par le test d’analyse de la variance ANOVA suivi d’un test de
comparaison multiple de Tukey ou de Dunnett, ou par des tests t de Student. Les données qui
ne présentent pas de distribution gaussienne suivant la loi Normale (test de Shapiro-Wilk) ont
été analysées par des tests non-paramétriques (test de Mann-Whitney, de Wilcoxon, de
Kruskal-Wallis ou de Friedman). L’analyse a été effectuée avec le logiciel GraphPad-Prism 6
(GraphPad-Prism, San Diego, CA, USA). Comme habituellement, une valeur p inférieure a

0,05 a été considérée comme significative.
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I/ Caractérisation du modele

A ce jour, aucune étude chez I’animal n’a reproduit les troubles du systéme nerveux
causés par la CNA combinant de maniére séquentielle I’EPI et le DO, qui est actuellement le
standard dans le traitement des cancers du sein (Kaufmann, von Minckwitz et al. 2003, Smith,
Pang et al. 2013). Dans ’optique d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les
dommages CNA-induits, le premier objectif a été de modéliser et de caractériser les
altérations périphériques et centrales induites par la CNA dans un modele animal (rats
femelles) grace a une approche multidisciplinaire (comportemental, électrophysiologique,

biochimique et histopathologique).

|.1. Effet de la CNA sur le poids des animaux

—@— veh-veh —m— c-veh

150+

125 -

100 {o#

Variation du poids
(% du poids initial)

75

I I I I I T

JO J7 J14 J21 128 J34

Figure 23 : Cinétique de la variation du poids des rats

Le poids a été mesuré quotidiennement chez les rats recevant le véhicule (groupe veh-veh ; n=12) ou
la CNA (groupe c-veh ; n=12) (données issues des cohortes B et C — Tableau 13). Les traitements ont
été administrés fous les deux jours a partir de J7 jusqu’a J28. Chaque valeur représente la moyenne
(+ SEM). Les différences statistiques, utilisant un test Mann-whitney, entre le groupe contréle et le
groupe c-veh pour chaque jour sont indiquées * p<0,05 ; ** p<0,01 ; **** p<0,0001.
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Le poids des animaux a été mesuré quotidiennement chez les rats recevant la CNA ou
le véhicule. La cinétique de la prise de poids des animaux durant 1’expérimentation est
représentée sur la figure 23. Au cours de la premiére semaine (de JO a J7), c’est-a-dire avant
de démarrer I’administration de la CNA a J7, la prise de poids est progressive pour tous les
animaux, sans présenter de différence entre les groupes. A partir de J11, soit 5 jours apres le
début de la CNA (administration d’EPI), la prise de poids des animaux CNA ralentit et
devient, & J14, significativement moins importante que celle des contrdles, ou les animaux
CNA sont & 115 % de leur poids initial alors que le groupe contréle est a 120 % (p<0,05).
Contrairement aux animaux contrdles qui ont une croissance linéaire de leur poids, les
animaux CNA stagnent a 115 % de leur poids initial, ceci pendant une semaine jusqu'a J21
(soit deux semaines apres le début du traitement CNA). A J21 la perte de poids des animaux
recevant la CNA s’aggrave, jusqu'a atteindre a J32 (soit 4 jours apres la derniére
administration de CNA), une valeur minimale de 105 % de leur poids initial, alors que les
animaux contréles sont en moyenne a 135 % de leur poids initial (p<0,0001). Apres J32 on
observe une réversion significative (p<0,01, comparaison des poids entre J32 et J34) de la
perte de poids chez les animaux traités a la CNA pour atteindre a J34 (correspondant a la fin

de I’expérimentation) 112 % de leur poids initial.

1.2 Effet de la CNA sur les capacités locomotrices

L’étude de la locomotion des animaux a été réalisée a J34, correspondant au dernier
jour d’expérimentation, a 1’aide d’un systéme d’analyse de la marche (Catwalk). Cette analyse
permet d’évaluer les effets de la CNA sur les parametres locomoteurs, mais aussi de vérifier
I’existence ou non de biais moteurs pouvant affecter les résultats obtenus dans les autres tests
comportementaux. Les parametres mesurés, dont les résultats sont représentés sur la figure 24,

sont la séquence de la marche (encore appelé indice de régularité) exprimé en pourcentage
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(figure 24A), le support de la marche (ou base de soutien) exprimé en cm (figure 24B), et
I’intensité de I’empreinte des pas exprimée en unité arbitraire (figure 24C). Les animaux
ayant suivi le traitement CNA présentent une séquence de la marche identique a celle
observée chez les animaux contrdles (95,7 + 2,31 % et 96,8 + 2,35 % respectivement) (figure
24A), suggérant que la CNA n’affecte pas la coordination motrice. Concernant 1’équilibre, on
n’observe également aucune différence entre les deux groupes, aussi bien au niveau des
membres antérieurs ou les animaux CNA présentent un support de la marche de 3,45 + 0,33
cm et 3,54 £ 0,17 cm pour les animaux contréles, qu’au niveau des membres postérieurs (4,09
+ 0,44 cm et 3,94 + 0,27 cm pour les animaux CNA et contrbles respectivement) (figure 24B).
Enfin, les résultats montrent que la CNA ne modifie pas non plus I’intensité de la pression des
pas, ni au niveau des membres antérieurs (87,15 + 9,37 comparer a 86 + 12,01 chez les
contréles), ni au niveau des membres postérieurs (80,5 + 8,27 et 79,43 + 9,73 pour les

animaux CNA et controles respectivement) (figure 24C).
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Figure 24 : Effet de la CNA sur les parametres de la locomotion des rats

L’index de régularité (A), le support de la marche (B) et l'intensité de la pression des pas (C) ont été
mesurés par un systeme d’analyse de la marche (Catwalk) a J34 chez les rats contréles (veh-veh ;
n=12) et traités a la CNA (groupe c-veh ; n=12) (données issues des cohortes B et C — Tableau 13).
Chaque valeur représente la moyenne (+ SEM). Un test Mann-Whitney a été effectué pour réaliser les
analyses statistiques.
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Figure 25 : Effet de la CNA sur la sensibilité nociceptive

Cinétique d’installation de l'allodynie (4) et de l'hyperalgie (B, C) mécanique induite par le traitement
CNA. Les graphiques montrent la moyenne (+ SEM) du pourcentage de réponses de retrait de la patte
suite a la stimulation mécanique par le filament de von Frey de 4 (A), 15 (B) ou 26 g (C) (n=6
animaux par groupe) (donnees issues de la cohorte A — Tableau 13). L histogramme (D) montre les
effets du traitement CNA sur la sensibilité thermique au froid chez les rats, évaluée par le test a
I'acétone. Chaque point représente la moyenne (+ SEM) des 6 observations faites chez les 6 rats. Les
différences statistiques, utilisant un test Mann-Whitney, entre le groupe contrdle et le groupe c-veh

pour chaque jour de test sont indiquées. * p<0,05.
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1.3. Effet de la CNA sur le systéme nerveux périphéerique

1.3.1. Effet de la CNA sur la sensibilité nociceptive

1.3.1.1. Evaluation de I’allodynie et de I’hyperalgie mécanique

La sensibilité nociceptive mécanique a été évaluée en utilisant le test des filaments de
von Frey. Le niveau de sensibilité des animaux a été quantifié en calculant le pourcentage de
retrait de la patte en réponse a des stimulations répétées par ces filaments.

Avant le début du traitement, les animaux ne présentent pas de réponse suite a une stimulation
de 4 g. Pour des stimulations par les filaments de 15 et 26 g, les réponses observées sont
respectivement de 20 + 12 et de 37 + 11 %. Pour les animaux recevant le vehicule (groupe
veh-veh), ce taux de réponse reste inchangé tout au long de 1’expérimentation (figure 25A-C).
En revanche, a partir de J21, soit deux semaines apres le début du traitement CNA, les rats
traités a la chimiothérapie (groupe c-veh) répondent au filament de von Frey de 4 g avec une
fréquence significativement plus élevée (de 0 % avant le traitement CNA a 18 £ 7 % ; p
<0,05), qui atteint un plateau maximal de 28 + 10 % (p <0,05) en moyenne a partir de J28
jusqu'a la fin de I'expérience (figure 25A). Cette augmentation de la fréquence de retrait de la
patte reflete l'installation d’une allodynie mécanique chez les animaux c-veh. On observe
¢galement une hyperalgie mécanique visualisée par 1’utilisation des filaments de von Frey de
plus gros calibres. En effet, les animaux c-veh répondent de maniére plus fréquente aux
filaments de 15 et de 26 g, passant de 21,6 et 38,3aJ0a 47 £ 10 et 68 + 5 % a J34 (p <0,05
comparé au groupe veh-veh (Figure 25B et 25C).

Tous ces résultats montrent que le traitement par la CNA induit une allodynie et une
hyperalgie mécanique, qui débutent deux semaines aprés le début de la chimiothérapie et qui

persistent au moins une semaine apres la fin du traitement.
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1.3.1.2. Evaluation de I’allodynie thermique au froid

L’allodynie thermique au froid a été évaluée par le test de la goutte a l'acétone, dont
les résultats sont représentés sur la figure 25D. Avant le début de la CNA, aucune réaction de
retrait de la patte suite au dépot de la goutte d'acétone n'a été observée pendant la période des
20 secondes d’observation. Alors que ceci reste inchangé tout au long de I'expérience chez les
animaux témoins, a partir de J21 et jusqu'a la fin de I'expérience les animaux c-veh répondent
en revanche a l'acétone avec une latence moyenne décroissante de 17,7 £ 0,8saJ21a 129 +
1,4 s a J28. Cette derniére valeur est significativement différente par rapport a celle observée
avec le groupe veh-veh (19,9 + 0,1 s; p<0,05) (figure 25D). Ces résultats montrent que le

traitement CNA induit une allodynie thermique au froid.

1.3.2. Altérations morpho-fonctionnelles du nerf sciatique induites par la CNA

1.3.2.1. Evaluation des parametres neurophysiologiques

Les altérations des paramétres du PAN ainsi que de la conduction nerveuse sont
généralement associées a la NPCI, aussi bien chez les patients que dans les modeles animaux.
De ce fait, les paramétres amplitude maximale et VC du PAN ont été analysés dans cette
étude par des enregistrements électrophysiologiques du PAN du nerf sciatique sur une
préparation ex vivo. Les résultats montrent que ces deux parameétres sont affectés par le
traitement CNA, qui conduit a une forte diminution de I'amplitude maximale du PAN (figure
26A) et a une réduction relativement plus modeste de la VC (figure 26B). Des valeurs
moyennes globales de 4,0 + 0,6 et 2,1 £ 0,3 mV et de 45,6 + 0,6 et 37,6 + 0,9 m/s ont été
obtenues pour les rats veh-veh et c-veh (p <0,01 et p <0,0001) correspondant a une reduction

de 47,5 et 17,5 % respectivement.
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Figure 26 : Effet de la CNA sur les propriétés électrophysiologiques de la conduction du potentiel
d’action du nerf sciatique

Les histogrammes montrent I'amplitude maximale du PAN (A) et la vitesse de conduction (B)
moyennes obtenues pour les rats traités avec le véhicule (n=4) ou la chimiothérapie (n=6) (données
issues de la cohorte A — Tableau 13). Un test Mann-Whitney a été effectué pour les analyses
statistiques. ** p <0,01 ; **** p <0,0001.

1.3.2.2. Evaluation de ’intégrité axonale

Etant donné que I'amplitude maximale du PAN est directement liée au nombre de
fibres fonctionnelles recrutées, sa réduction suggére une diminution du nombre de fibres
nerveuses fonctionnelles, provoquée par une possible axonopathie. Pour évaluer la souffrance
axonale et déterminer si le traitement CNA modifie I'organisation structurelle des axones
périphériques, nous avons utilisé un marquage immuno-histochimique pour évaluer le niveau
d’expression d’une des protéines du cytosquelette neuronal NF200, marqueur neuronal, dans
les nerfs sciatiques. Les résultats montrent que la CNA diminue fortement I'immuno-
marquage de la protéine NF200 dans les axones du nerf sciatique (figure 27A et 27B) par
rapport au contréle. L'analyse quantitative, utilisant le logiciel Image-J, de l'intensité de
fluorescence moyenne révele une diminution de 60 % de I'immuno-marquage de la protéine
NF200 dans le nerf sciatique des animaux c-veh par rapport aux témoins (p <0,01) (Figure
27B). Ce résultat est confirmé par une analyse Western blot qui révele une diminution
d'environ 55 % de D’expression de la protéine NF200 dans l'extrait protéique des nerfs
sciatiques des rats traités par la CNA par rapport au groupe véhicule (p <0,01) (Figure 27C et
27D).
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Figure 27 : Effet de la CNA sur le niveau d’expression de la protéine NF200

Les histogrammes représentent une quantification de [’expression de la protéine NF200 visualisée par
immunofluorescence (A, B) et western blot (C, D) au niveau du nerf sciatique des rats. (A)
Photomicrographies de I'immunoréactivité de la protéine NF200 au niveau de coupes sagittales de
nerf sciatique des rats traités avec le véhicule (veh-veh ; n=6) ou avec la CNA (c-veh ; n=6) (données
issues de la cohorte A — Tableau 13) (barre d'échelle 20 um). Les tranches des nerfs sciatiques ont été
marquées avec l'anticorps monoclonal NF200 révélé avec un anticorps secondaire conjugué a Alexa-
488. L'analyse comparative de l'intensité moyenne de NF200 détecté dans les sections du nerf
sciatique est montrée en (B). Chaque valeur est exprimée en pourcentage (+ SEM) de [’intensité de
fluorescence moyenne détectée chez les rats veh-veh. Le niveau d’expression de la protéine NF200 est
représenté par le Western blot typique de I'extrait de la protéine NF200 du nerf sciatique obtenu a
partir des deux groupes d'animaux (C). L’ histogramme (D) montre les valeurs moyennes normalisées
(+ SEM) quantifiées pour chacun des deux groupes. L'a-tubuline (a-tub) a été utilisée comme controle
de chargement lors du Western blot. Un test Mann-Whitney a été effectué. ** p <0,01.
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|.4. Effet de la CNA sur le systeme nerveux central
1.4.1. Evaluation des capacités mnesiques par un test de mémoire spatiale

Chez les patientes, en plus de toucher les fonctions exécutives et les processus
attentionnels, les déficits chimio-induits concernent en particulier des dysfonctionnements de
la mémoire épisodique et de la mémoire de travail. Pour évaluer les capacités mnésiques dans
notre modeéle d’étude, nous avons choisi d’utiliser le test du Spatial object recognition. Ce test
cognitif permet I’étude de la mémoire spatiale chez le rongeur, considérée comme une
mémoire de type episodic-like, et connue comme directement liée a D’intégrité de

I’hippocampe (Tuscher, Szinte et al. 2016).

1.4.1.1. Choix des distances et optimisation du test

e Choix des distances

Pour déterminer le déplacement seuil au dela duquel les animaux naifs détectent un
changement dans 1’environnement spatial, nous nous sommes bases sur les travaux de Cés
(Ceés, Burg et al. 2018). Utilisant des rats naifs, nous avons testé différentes distances de
déplacement (5, 10, 15, 20, 25 et 30 cm) (figure 28A et B). Aprés une semaine
d’acclimatation et d’habituation a I’expérimentateur, et aprés une phase de familiarisation a
I’enceinte sans puis avec objets, globalement on voit qu’en moyenne les animaux ne détectent
pas le changement lorsque 1’objet est déplacé de 5, 10 ou 15 cm, puisque nous obtenons des
index de valeur moyenne respective de -0,009 £ 0,08, 0,005 £ 0,15 et -0,035 + 0,05 (Figure
28B). A partir d’un déplacement de 20 cm, bien qu’il n’y ait pas de différence significative
par rapport aux distances de 5, 10 et 15 cm, on observe en moyenne un index de 0,24 + 0,07,
indiquant une détection du changement par les rates. Un déplacement de 25 et 30 cm de
I’objet donne des index de 0,39 + 0,06 et 0,45 £+ 0,08, statistiquements différents des index

nuls obtenus pour les distances de 5, 10 et 15 cm (p<0,05).
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Figure 28 : Performance de la mémoire spatiale des rats naifs selon une gamme de déplacement de
Pobjet

L’évaluation de la plus petite distance de détection lors du test du « Spatial object recognition » pour
des rates naives (n=5) a été réalisée (données issues de la cohorte D — Tableau 13). En (A) est
représenté le schéma du dispositif de test comprenant [’éventail de distances testées. Les
histogrammes (B) montrent les index de discrimination moyen (+ SEM) obtenus pour un déplacement
de l'objet de 5, 10, 15, 20, 25 et 30 cm. Les différences statistiques obtenues par un test de Friedman
sont représentées. * p<0,05.

e Optimisation du temps d’exploration

En se basant sur les travaux de van Hagen et ses collégues (van Hagen, van Goethem et
al. 2015) qui excluent les animaux de 1’étude si le temps d’exploration des objets est <10 s
lors de la phase d’apprentissage et/ou de test, nous avons €té contrains d’exclure la plupart des
animaux lors de notre premiere étude ou les objets étaient positionnés de maniere centrale au
dispositif. En effet, lors de la phase d’apprentissage, 7 animaux sur 30 présentent un temps
d’exploration total des deux objets inférieur a 10 secondes, et 20 sur 30 lors de la phase de
test. Alors méme que certains animaux n’explorent pas du tout les objets (temps d’exploration
de 0 seconde), ceci nous a conduit a exclure les données de prés de 80 % des animaux (25 sur
30 en considérant la phase d’apprentissage et de test réunies) (Figure 29).
Afin d’augmenter le temps d’exploration dans le but d’optimiser le test, et d’éviter
I’exclusion des animaux considérés comme non explorant, nous avons ¢évalué les effets de

I’emplacement des objets sur le temps d’exploration. Nous avons ainsi comparé les temps
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d’exploration obtenus lorsque les objets sont placés au centre de I’enceinte et en périphérie
qui est une situation moins anxiogene pour les rongeurs (figure 29). On remarque que la
disposition des objets en périphérie permet au moins de doubler le temps d’exploration des
rats (p<0,01). En effet, les valeurs obtenues sont de 18,9 + 2,5 s et 8,2 £ 1,4 s pour la phase
d’apprentissage et la phase de test respectivement pour la disposition « centrale », alors
qu’elles sont de 41,4 + 2,1 s et 24,1 £+ 1,1 s en condition « périphérie ». Cette augmentation du
temps d’exploration permet de minimiser, voire méme d’empécher 1’exclusion de rats,
puisque aucuns rats en condition « périphérie » ne présentent un temps d’exploration inférieur

a 10 secondes.
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Figure 29 : Effet de la disposition centrale ou périphérique des objets sur le temps d’exploration des
rats lors du test du « spatial object recognition»

Pour chaque animal le temps d’exploration total des deux objets a été mesuré lors des 5 minutes de la
phase d’apprentissage et de la phase de test, et sont reportés ici en fonction de la disposition
périphérique (triangles, n=66) ou centrale (cercles, n=30) des objets dans le dispositif du test
(données issues des cohortes 1, 2 et 3 — Tableau 13). Les barres rouges représentent le temps
d’exploration moyen (£ SEM) obtenu dans chacune des deux dispositions des objets. Les différences
statistiques obtenues par des tests Wilcoxon entre les deux dispositions lors d’une méme phase
(apprentissage ou test) sont représentées. ** p<0,01.
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1.4.1.2. La CNA affecte la mémoire spatiale

Pour évaluer la mémoire spatiale de détail et mettre en avant les premiers signes de
déficits cognitifs potentiels, on évalue en principe un déplacement d’objet proche des limites
de détection, qui correspond dans cette étude a 20 cm de déplacement. De plus, en modulant
les distances, on peut jouer sur la difficulté de la tache rencontrée par les rats. Ainsi, un
déplacement proche des limites de détection (déplacement de 20 cm) sera considéré comme

difficile, et un déplacement plus grand (déplacement de 30 cm) sera jugé facile.

Une semaine aprés 1’arrét du traitement chimiothérapique (J34), pour une tache jugée
difficile c'est-a-dire au seuil de détection du changement pour des animaux sains, les rats
contrbles présentent un index de discrimination de 0,51 £ 0,06, alors qu’il est seulement de
0,07 £ 0,07 en moyenne chez les rats ayant suivi le traitement CNA (p<0,0001) (figure 30A).
Un index de discrimination proche de la valeur zéro signifie qu’il n’y a aucune préférence
d’exploration entre I’objet fixe et I’objet déplacé. Classiquement un rat passe plus de temps a
explorer I’objet déplacé s’il se souvient de la place familicre, ce qui refleéte I'utilisation de
processus d’encodage et de mémorisation. On considére que la mémoire spatiale est intacte
quand I’animal passe significativement plus de temps a explorer 1’objet déplacé durant la
phase de test, qui donne alors un index supérieur a la valeur 0. L’index faible présenté par les
animaux ayant suivi le traitement CNA évoque donc un déficit mnésique induit par la
chimiothérapie. Il en est de méme lorsque la tache est jugée facile (déplacement de 1’objet de
30 cm), ou les performances mnésiques sont également diminuées suite a la CNA comparé
aux animaux contréles (index de 0,10 + 0,08 et de 0,50 £ 0,06 respectivement ; p<0,001)

(figure 30B).
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Figure 30 : Effet de la CNA sur les performances mnésiques des rats

Les performances de la mémoire spatiale ont éte évaluées par le test du « Spatial object recognition ».
Les données correspondent aux performances cognitives obtenues en fin d’expérimentation (J34). Les
histogrammes montrent les index de discrimination moyen (+ SEM) obtenus pour le groupe contréle
(n=12) et le groupe c-veh (n=12), lors d’une tdche difficile (A) et lors d’une tiche jugée plus facile
(B) (données issues des cohortes B et C — Tableau 13). Les différences statistiques obtenues par des
test-t entre les deux groupes sont représentées. *** p<0,001 ; **** p<0,0001.

1.4.1.3. Influence des hormones du cycle cestral sur les effets centraux de la CNA

Les hormones stéroidiennes (progestérone et cestrogene) régulent des fonctions variées
associées au SNC, incluant la régulation des systémes de neurotransmissions, la connectivité
synaptique et la myélinisation. Ainsi, elles sont impliquées dans la modulation des émotions,
de I’humeur, des comportements sexuels et sociaux, mais €galement dans la cognition
(Rossetti, Cambiasso et al. 2016). Afin d’évaluer les effets de la CNA sans influence des
hormones de la reproduction sur les performances mnésiques lors de nos tests, nous avons
réalisé des frottis vaginaux pour déterminer le stade du cycle cestral juste avant la réalisation
des tests cognitifs (JO et J34). Ainsi, le stade du cycle cestral (dioestrus, pro-cestrus, cestrus et
metoestrus) a été identifié pour chaque animal. Les performances mnésiques (index de
discrimination) obtenues pour chaque jour de test ont été rapportées au stade cestral. Les

résultats sont représentes sur la figure 31, ou chaque point représente un animal.
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Figure 31 : Distribution des performances mnésiques dans le test « spatial object recognition » des
rates en fonction de leur stade du cycle cestral

Les histogrammes montrent la répartition des rates selon le stade du cycle cestral ou elles se situent,
selon l'index de discrimination obtenu lors des tests cognitifs au jour JO (A) et J34 (B), chaque point
représentant un animal (n=24 ; données issues des cohortes B et C — Tableau 13). Sur [’histogramme
au jour JO (A), la moyenne (+ SEM) des performances mnésiques est montrée pour chaque stade du
cycle eestral.

Avant le début de tout traitement a JO (figure 31A), la répartition des rates selon les
différents stades du cycle cestral est homogene, avec 80% des animaux (n=19) en pro-cestrus,
et 20% en cestrus (n=5). On observe également que les rates en pro-cestrus et en cestrus
présentent en moyenne des performances cognitives équivalentes avec des valeurs moyennes
de 0,47 + 0,05 et de 0,5 + 0,1 respectivement. On observe également que pour un méme stade
de cycle, les rates présentent une variation de performance mnésique avec un index minimum
de 0,25 et maximum de 0,9 en pro-cestrus, et entre 0,2 et 0,8 en cestrus. Ces données laissent
suggérer que le statut hormonal li¢ au stade de I’cestrus et du pro-cestrus n’influence pas les
performances mneésiques obtenues lors du test cognitif.

A la fin de I’expérimentation a J34 (figure 31B), on observe que la répartition des rates selon

le stade du cycle cestral est moins homogene par rapport au début de I’expérimentation (JO),
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avec 21, 63, 13 et 3% des rates en dioestrus, pro-cestrus, cestrus et metoestrus respectivement.
Cependant, I’histogramme révele que quelques soit le stade du cycle cestral, les animaux ayant
suivi le traitement chimiothérapique (points rouge) présentent en moyenne des performances
mnésiques inférieures a celles obtenues chez les animaux contréles (points bleu). De plus, on
observe globalement au niveau de ces derniers que quelques soit le stade du cycle, les
performances visualisées par I’index de discrimination sont équivalentes et bien supérieures a
celles des animaux traités & la CNA. Dans le cas le plus critique (en raison du pic
d’cestrogéne ; pro-cestrus) les données sont statistiquement significatives (p<0,01). Ensemble,
ces données suggerent que la diminution des performances mnésiques observée dans cette
expérience est bien due a un impact négatif de la CNA, indépendamment du statut hormonal

des rates lors du test mnésique.

1.4.2. Effet de la CNA sur P’intégrité de la BHE

Le SNC étant isolé et protégé par une barriére protectrice étanche, la BHE, certains
auteurs supposent que la chimiothérapie, de facon directe ou non, altére I’intégrité structurale
et/ou fonctionnelle de cette barriere protectrice. La BHE ainsi plus perméable, rendrait alors
vulnérable certaines populations cellulaires, notamment a division rapide, du SNC a la

chimiothérapie directement, ce qui sous-tendrait les troubles cognitifs observés.

1.4.2.1. Effet sur la perméabilité paracellulaire de la BHE

La BHE est une barriére sélective qui contrble de fagon strict les échanges entre le sang et le
compartiment cerébral. Le passage paracellulaire de la BHE est modére, notamment due a la
présence de jonctions serrées et adhérentes, dépendantes du cytosquelette des cellules
endothéliales qui constituent cette barriére. Etant donné la toxicité bien établit de la

chimiothérapie sur les éléments du cytosquelette, en particulier des taxanes dont le docétaxel,
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nous avons donné une priorité a évaluer 1’étanchéité du passage paracellulaire de la BHE.
L’utilisation d’un marqueur de haut poids moléculaire, le bleu Evans, dés le lendemain de la
derniére injection de CNA révele que les animaux du groupe CNA présentent un taux de bleu
Evans de 127 £ 4 % au niveau de ’encéphale, et de 134 = 13 % au niveau de la moelle
épiniére comparé au groupe contrdle (p<0,05) (figure 32). La CNA induit une augmentation

de la perméabilité paracellulaire de la BHE d’environ 30 %.

ENCEPHALE MOELLE EPINIERE
160 *
1404

1204

Quantité Evans Blue
(% de contrdle)

1004

veh CNA veh CNA

Figure 32 : Effet de la CNA sur le passage paracellulaire de la BHE

Le test du colorant bleu Evans a permis d’évaluer la perméabilité paracellulaire de la BHE. Les
quantités moyennes de bleu Evans pour les rats témoins (groupe veh ; n=3) et pour les rats ayant recu
la CNA (groupe CNA ; n=5), au niveau de [’encéphale (histogramme noir) et de la moelle épiniére
(histogramme gris), sont exprimées en pourcentage de quantité obtenue chez les rats contrdles
(données issues de la cohorte E-Tableau 13). L utilisation de test Mann-Whitney entre les deux

groupes a permis d’analyser les différences statistiques. *p<0,05.
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1.4.2.2. Effet délétere de la CNA sur les astrocytes

Parmi les nombreux réles que jouent les cellules astrocytaires au niveau du SNC, il est
connu que ces cellules gliales participent a la constitution de la BHE, en lui fournissant un
soutien structurel mais également fonctionnel. A ce titre, nous avons évalué les effets de la
CNA sur cette population cellulaire au niveau de 1’encéphale, par immuno-marquage
fluorescent d’un filament intermédiaire des astrocytes, la GFAP (figure 33). On observe une
diminution de prés de 40 % de I’intensit¢ moyenne de I’immunofluorescence de la protéine
GFAP au niveau de I’hippocampe chez les rats CNA par rapport aux controles (62 + 6,39 et
100 £ 9,23 % respectivement ; p<0,05) (Figure 33A et B), et de prés de 25 % au niveau du
corps calleux (74,08 + 5,24 % et 100 + 5,74 % ; p<0,005) (figure 33C et D). Ces résultats
renforcent I’idée d’une perte de 1’intégrité structurale de la BHE suite a la CNA. Ces résultats
suggérent également un déficit de support trophique ou d’autres roles que jouent les astrocytes

au sein de I’encéphale.
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Figure 33 : Effet de la CNA sur I’immunoréactivité de la protéine GFAP au niveau du tissu
cérébral

Les histogrammes représentent [’évaluation de l'immunoréactivité de la protéine GFAP au niveau de
[’hippocampe (B) et du corps calleux (D). Chaque valeur est exprimée en pourcentage (+ SEM)
d'intensité de fluorescence GFAP détectée chez les rats veh-veh. L’analyse comparative de l'intensité
moyenne de la protéine GFAP détectée dans les tissus a été effectué a partir de photomicrographies
(4,C) de I'immunofluorescence de la protéine GFAP au niveau de coupes sagittales d’encéphale de
rats traités avec le véhicule (groupe veh-veh; n=12) ou avec la CNA (groupe c-veh; n=12). Les
photomicrographies en (A) représentent I'immunofluorescence de la protéine GFAP au niveau de
["hippocampe (grossissement X4, barre d’échelle 200um ; grossissement X20 région CA3, barre
d’échelle 20um), et au niveau du corps calleux en (C) (grossissement X20, barre d’échelle 20um). Les
sections cérébrales ont été marquées avec l'anticorps polyclonal GFAP révélé avec un anticorps
secondaire conjugué a I’Alexa-488 (les données sont issues des cohortes B et C — Tableau 13). Un
test-t a été effectué. *p<0,05 ; ** p <0,01.
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1.4.3. Effet sur les cellules prolifératives cérébrales

Le bénéfice principal de I’utilisation des agents antinéoplasiques pour lutter contre les
cellules cancéreuses repose sur une toxicité préférentielle des cellules en prolifération rapide.
On peut alors suggérer, dans 1’hypothése ou ces drogues atteignent le SNC, soutenue par une
altération de la BHE vue plus haut, que les cellules prolifératives au niveau de 1’encéphale
peuvent étre affectées. Nous avons donc dans un premier temps quantifié le nombre de
cellules prolifératives grace a un immuno-marquage fluorescent de la protéine nucléaire Ki-
67, marqueur spécifique endogene exprimé uniquement dans les cellules en prolifération
active, a tous les stades du cycle cellulaire (Scholzen and Gerdes 2000, Stoeber, Tisty et al.
2001, Kee, Sivalingam et al. 2002). Parmi les cellules cérébrales a prolifération rapide, les
cellules de la lignée oligodendrocytaires, notamment les PO, comptent parmi les cellules du
SNC les plus vulnérables a la chimiothérapie (Dietrich, Han et al. 2006, Han, Yang et al.
2008, Bradl and Lassmann 2010). Pour vérifier si la CNA diminue le nombre de cellules PO
au sein du tissu cérébral, nous avons réalisé un co-marquage immuno-fluorescent des
protéines NG2 (marqueurs des cellules PO) et Ki67 (marqueur de prolifération). Enfin, nous
avons comptabilisé le nombre de cellules Ki67 positives — NG2 négatives qui peuvent alors
s’apparenter a des cellules souches neuronales impliquées dans le processus de neurogenése

adulte hippocampique.

Au niveau de 1’hippocampe (figure 34), On observe que la CNA entraine une
diminution de 50% du nombre de cellules Ki-67 positives, avec un ratio de 0,94 et 1,81% de
cellule positive par rapport au nombre total de cellules chez les animaux appartenant au
groupe CNA et contrdle respectivement (figure 34A et D). Parmi ces cellules Ki67 positives,
on voit que globalement la CNA entraine une diminution de 80% du nombre de cellules co-
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marquées NG2-Ki67 positives au sein de 1’hippocampe, avec des valeurs obtenues de 0,94 +
0,16 et 0,18 + 0,05 cellule exprimée en pourcentage du nombre total de cellules pour le
groupe veh-veh et c-veh respectivement (p<0,01) (figure 34B et E). Concernant le comptage
des cellules NG2-Ki67" (figure 34C), la CNA entraine une diminution moins drastique mais
cependant importante de pres de 50% du nombre de cellules Ki67 positives non-NG2, ou les
valeurs moyennes obtenues ont été de 1,13 + 0,22 et 0,59 £ 0,07 cellules exprimées en
pourcentage du nombre total de cellules pour le groupe veh-veh et c-veh respectivement

(p<0,05).

188



=NV VNN |/ Caractérisation du modeéle

Nombre cellules Ki67* Nombre cellules NG2+-Ki67* Nombre cellules NG2--Ki6 7+

(% du nombre total) (% du nombre total) (% du nombre total)
2.5 2.5+ 2.5

* %
2.01 2.0 2.0
*

1.5 1.54 * ¥ 1.5
1.0 1.04 1.04
0.5 0.5- 0.54

veh-veh c-veh veh-veh c-veh veh-veh c-veh

Figure 34 : Effet de la CNA sur le nombre de cellules prolifératives Ki67-positives, Ki67-NG2

positives et Ki67-non NG2 positives au niveau de I’hippocampe

La quantification du nombre total de cellules Ki67-positives, de cellules doublement marquées Ki67-
NG2 positives et de cellules Ki67 positives-NG2 négatives au niveau de [’hippocampe a été réalisée
par immuno-marquage fluorescent de coupes sagittales d’encéphales de rats contréles (n=12) et de
rats traités a la CNA (n=12) (les données sont issues des cohortes B et C — Tableau 13). Les coupes
cérébrales ont été marquées avec l’anticorps monoclonal anti-NG?2 et [’anticorps polyclonal anti-Ki67
révélés avec des anticorps secondaires conjugués a Alexa-488 et Alexa-555 respectivement. Les
photomicrographies d’immunofluorescences représentatives montrent le marquage de la protéine
Ki67 (D ; barre d’échelle 50 um) ainsi que le co-marquage Ki67-NG2 (E ; barre d’échelle 20 um) au
niveau du gyrus denté de ['hippocampe des rats recevant le véhicule (groupe veh-veh) ou la CNA
(groupe c-veh). Les histogrammes représentent la moyenne (+SEM) de la fraction de cellules Ki67-
positifs (A), co-marquées Ki67-NG2 positives (B) et Ki67 positifs NG2 négatives (C) au niveau de
["hippocampe des rats veh-veh et c-veh. L’analyse statistique a été faite par un test-t entre le groupe
veh-veh et c-veh. *p<0,05 ; ** p <0,01.
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La figure 35 illustre les effets de la CNA sur les cellules co-marquées Ki67-NG2
positives (marqueurs des précurseurs oligodendrocytaires prolifératifs) au niveau du corps
calleux. Les résultats montrent globalement que la CNA entraine une diminution de 35% du
nombre de cellules NG2-Ki67 positives au sein du corps calleux, avec des ratios moyens de
2,34 £ 0,16 pour le groupe veh-veh et de 1,51 £ 0,11 pour les rats ayant été traites par la CNA

(p<0,01) (figure 35A et B).

Nombre cellules NG2-Ki67+
(% du nombre total)

* %k

veh-veh c-veh

Figure 35 : Effet de la CNA sur le nombre de cellules co-marquées NG2-Ki67 positives au sein du
corps calleux

Le co-marquage des cellules NG2-Ki67 illustré en A (barre d’échelle 20um) a été réalisé dans les
mémes conditions que précédemment (figure 12) (n=12 par groupe ; données issues des cohortes B et
C — Tableau 13). La quantification est exprimée en pourcentage moyen (+ SEM) de cellules NG2-Ki67
positives du nombre de cellules total (B). Les différences statistiques obtenus par I’application d’un

test-t entre les groupes veh-veh et c-veh sont montres. ** p <0,01.
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I.5. CNA et neuro-inflammation

La neuro-inflammation apparait comme impliquée dans la pathogenése de la NPCI, et
pourrait également sous-tendre les troubles cognitifs observés chez les patients. En effet, des
preuves émergentes indiquent que les cytokines pro-inflammatoires faisant suite a la
chimiothérapie sont sous-jacentes aux symptdmes neuropathiques, notamment en favorisant
I'infiltration des macrophages au sein du SNP (Tofaris et al. 2002, Wang, Lehky et al. 2012),
mais pourraient également causer une toxicité indirecte et/ou directe au niveau du SNC

(Cheung, Lim et al. 2013).

1.5.1. Dosage cytokines pro-inflammatoires sériques circulantes

Nous avons effectué un dosage de cytokines circulantes, comme premiére approche,
pour vérifier une origine périphérique d’une éventuelle neuro-inflammation. Ce dosage a été
réalisé une semaine apres la fin de la chimiothérapie, par I’utilisation du test BD™ Cytometric
Bead Array, et nous a permis d’évaluer les concentrations sériques des cytokines pro-
inflammatoires IFN et TNF-a, dont les résultats sont représentés sur les histogrammes de la
figure 36, et anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 dont les données ne sont pas montrées. En
moyenne, les concentrations de I’IFN sérique ont été de 25,77 + 0,53 pg/mL pour les animaux
du groupe CNA et de 25,07 £ 1,35 pg/mL pour les animaux contrbles (figure 36A).
Concernant les concentrations en TNF dans le sérum, les valeurs moyennes ont été de 68,97 +
2,24 pg/mL et de 66,72 = 7,75 pg/mL pour les animaux du groupe CNA et véhicule
respectivement (figure 36B). Ici, une semaine apres 1’arrét du traitement chimiothérapique, la
CNA n’entraine pas de changement au niveau des concentrations sériques de ces deux
cytokines pro-inflammatoires. Concernant les cytokines anti-inflammatoires 1L-4 et 1L-10, les
moyennes se situent respectivement en dessous de 3 et 10 pg/mL. Malheureusement, 1’analyse

de leur concentration sérique n’a pas été exploitable dans cette étude, présentant des valeurs
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bien en dessous de leur seuil de détection par le kit BD™ Cytometric Bead Array de 3,4

pg/mL et 19,4 pg/mL respectivement.
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Figure 36: Quantification par cytométrie de flux des concentrations de cytokines pro-
inflammatoires dans le sérum des rats veh ou CNA
Chaque valeur représente la moyenne (+ SEM) de la concentration sérique de ['interféron (IFN) (A)

et du facteur de nécrose tumoral (TNF-a) (B) des valeurs obtenues chez les rats controles (groupe
veh-veh ; n=6) et exposés a la chimiothérapie (groupe c-veh ; n=6) (données issues de la cohorte C —
Tableau 13).

1.5.2. Signes d’inflammation au niveau du nerf sciatique

Bien qu’on n’observe pas de modifications des concentrations sériques du TNF-a et de
I’IFN, nous avons évalué l'infiltration potentielle des macrophages au niveau du nerf
sciatique. Pour ce faire, nous avons d'abord évalué la densité des noyaux cellulaires colorés
par le DAPI (Figure 37A et B). Les données montrent un nombre accru de noyaux pour le
groupe c-veh (137,9 £ 6,3 % du controle ; p <0,001). Ce résultat suggere une infiltration
cellulaire induite par la CNA dans le nerf sciatique. Ceci a été confirmé par l'immuno-
marquage de la protéine CD11b/c, marqueur des macrophages, révélant une augmentation de
plus de 5 fois (284 + 8 comparé au témoin 52 + 19 cellulessrmm?2) du nombre de cellules

CD11b/c positives dans le nerf sciatique des animaux CNA (figure 37C et D).
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Figure 37 : Infiltration du nerf sciatique par les macrophages induite par la CNA

Quantification du nombre de noyaux cellulaires au sein du nerf sciatique (A, B). (A) Images
fluorescentes représentatives des noyaux cellulaires colorés par le 4',6-dianidino-2-phénylindole
(DAPI) dans les nerfs sciatiques des rats contrbles (groupe veh-veh ; n=6) et des rats exposés a la
CNA (groupe c-veh ; n=6) (barre d'échelle 20 um). L'histogramme (B) montre la densité relative des
noyaux par unité de surface (SU) (données issues de la cohorte A — Tableau 13). Les résultats sont
exprimés en pourcentage du contréole. L utilisation du marqueur CDI11b/c permet de visualiser et de
quantifier le nombre de macrophages présents au niveau des nerfs sciatiques des rats (C, D). (C)
Images d’immunofluorescences représentatives de cellules CDI1b/c-positives (macrophages)
détectées dans les nerfs sciatiques de rats veh-veh (n=6) et c-veh (n=6) (barre d’échelle 20 um).
L histogramme (D) montre le nombre de cellules positives CDI11b/c quantifiées par mm?’ Les
différences statistiques pour la comparaison entre le groupe c-veh et le groupe témoin sont montrées
(test-t : *** p< 0,001 ; **** p <0,0001).
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I1 a été démontré que l'infiltration et I’activation des macrophages au sein du SNP était
en lien avec des processus de dédifférenciation ou de reprogrammation des cellules de
Schwann ou ces dernieres répondent par des changements phénotypiques comprenant une
surexpression de GFAP (Jessen and Mirsky 2005, Berg et al. 2013, Namgung 2014, Jessen
and Mirsky 2016, Lees, Makker et al. 2017). Dans cette étude nous avons observé une
augmentation significative de I'immunoréactivité de la protéine gliale fibrillaire GFAP dans le
nerf sciatique des rats ayant suivi le traitement CNA par rapport au groupe veh-veh, avec une

augmentation moyenne de 164 + 18 par rapport au contréle (Figure 38).

A veh-veh B

Intensité moyenne/mm?
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Figure 38 : Effet de la CNA sur I'immunoréactivité de la protéine GFAP au sein des nerfs
sciatiques des rats

Un marquage de sections sagittales de nerfs sciatiques avec un anticorps polyclonal anti-
GFAP révélé avec un anticorps secondaire conjugué a ['Alexa-488 a ete effectue. (A)
Photomicrographies représentatives d’immunofluorescences de la protéine GFAP marquées
dans les nerfs sciatiques des rats contréles (veh-veh ; n=6) et des rats traités a la CNA (c-
veh ; n=6) (barre d'échelle 20 um) (données issues de la cohorte A — Tableau 13). L'analyse
comparative de l'intensité moyenne de NF200 détectée dans les sections du nerf sciatique est
montrée en (B). Les résultats sont exprimes en pourcentage du contrdle. La comparaison
statistique entre les groupes veh-veh et c-veh a été réalisé par ['utilisation d’un test-t. *
p<0,05.
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1.5.3. Signes d’inflammation au niveau de I’encéphale

Méme si les concentrations de cytokines pro-inflammatoires circulantes ne semblent
pas changer en réponse a la toxicité de la CNA, nous avons voulu vérifier la présence
éventuelle de neuro-inflammation au niveau de 1’encéphale. Pour révéler une infiltration du
tissu cerébral par des cellules immunitaires, nous avons utilis¢ un immuno-marquage
fluorescent de la protéine CD45, marqueur commun des leucocytes. Le comptage au niveau
cortical du nombre de cellules CD45-positives (figure 39) révéle que les animaux ayant suivi
le traitement CNA présentent en moyenne 2048 + 159 cellules CD45-positives par mmz?, alors
que le groupe contrble présente en moyenne 1054 + 96 cellules CD45-positives par mm?2 au
niveau du cortex frontal (p<0,0001). La CNA entraine donc chez les rats une augmentation du

double de cellules CD45-positives leucocytaires au niveau du SNC.
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Figure 39 : Effet de la CNA sur Uinfiltration de cellules CD45-positives au niveau de I’encéphale
Un marquage de coupes sagittales d’encéphale avec un anticorps polyclonal anti-CD45 révélé avec
un anticorps secondaire conjugué a [’Alexa-488 a été effectué. (A) Photomicrographies
représentatives d’immunofluorescences de la protéine CD45 marquée dans les tissus cérébraux
(cortex) des rats contrbles (veh-veh ; n=12) et des rats traités a la CNA (c-veh; n=12) (barre
d'échelle 20 um) (données issues des cohortes B et C — Tableau 13). La quantification du nombre de
cellules CD45-positives par mm? est montrée en (B). L’analyse statistique a [’aide d’un test Mann-
Whitney a été réalisée. **** p <0,0001.
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CARACTERISATION DU MODELE

EN BREF...

Nous avons produit et caractérisé un modéle préclinique d’atteintes du systéme nerveux
évoqués par un traitement standard de CNA, basé sur I’utilisation d’anthracycline (EPI)

suivie de taxane (DO) :

v" Reproduction chez le rat d’une neuropathie périphérique, caractérisée par des
douleurs neuropathiques sous-tendues par une axonopathie et une neuro-

inflammation au niveau du nerf sciatique.

¥’ Reproduction chez le rat de troubles mnésiques, caractérisés par une diminution
des performances en mémoire spatiale ;
Preuves de modification de Dintégrité de la BHE, caractérisée par une
augmentation du passage paracellulaire et des perturbations au niveau des
astrocytes ;
Preuves de neurotoxicité envers des populations cellulaires a division rapide

(cellules proliférative hippocampiques et précurseurs d’oligodendrocytes).

v’ Mise en évidence de Iimplication de processus inflimmatoires dans la

pathogenése.
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11/ Effet de DU, AP et de la combinaison DUAP sur
les atteintes périphériques

Le modele animal ainsi généré et caractérisé nous a permis de tester le potentiel
préventif de neuroprotecteurs afin d'élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Nous
avons émis I'hypothése que la DU pourrait corriger ou empécher seulement certains
parametres liés a la NPCI, et nous avons donc étudié I'effet concomitant entre la DU et I'AP
pour prévenir completement les symptémes neuropathiques induits par la CNA. En combinant
I’action de la DU a d’autres neuroprotecteurs, 1’objectif est d’améliorer son efficacité tout en

limitant ses effets secondaires.

I.L1. Effets de la DU, de I'AP et de la combinaison DUAP sur
I’hypersensibilité nociceptive induite par la CNA

11.1.1. Effet sur ’allodynie et I’hyperalgie mécanique CNA-induite

Tous les animaux traités par la CNA développent une allodynie mécanique. Au
contraire, lorsque la CNA est accompagneée par un traitement préventif de DUAP (c-DUAP),
DU (c-DU) ou AP (c-AP) nous observons une diminution significative du pourcentage de
réponse de retrait de la patte suite a 1’application du filament de 4 g comparé au groupe c-veh
a J34, avec des valeurs de 3 £ 2% (p <0,001), 12 + 3% (p <0,05) et 7 + 7% (p <0,01)
respectivement contre 28 + 9% obtenus pour les animaux c-veh (figure 40A). En considérant
la distribution de la sévérité des symptémes (Tableau 14A), il apparait que 67% et 83% des
animaux c-DUAP et c-AP n'ont pas développé d'allodynie mécanique. Les traitements DUAP
et AP ont empéché efficacement 1’apparition de ce symptome. En revanche, seulement 17%
des animaux c-DU ne développent pas d'allodynie mécanique, alors que le reste des animaux

(83%) présente seulement une réduction de sa sévérité (tableau 14A). Ainsi, le traitement DU
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a empéch¢ uniquement de fagon partielle 1’apparition de l'allodynie mécanique induite par la

CNA.

En moyenne, les réponses de retrait de la patte suite au filament de 26 g obtenues pour
des rats c-DU et c-AP (58 £ 12 et 52 + 7% respectivement) ne sont pas significativement
différentes par rapport au groupe c-veh (68 £ 5 %) (Figure 40B). Cependant, I'analyse de la
distribution de la sévérité des symptomes (Tableau 14B) révéle ici encore une diminution de
la gravité des symptémes obtenue avec la DU et I'AP. En effet, alors que 66% des rats c-veh
présentent une hyperalgie mécanique de grade 3, seulement 17% des animaux c-DU et aucun
des animaux c-AP ont développé une telle gravité d’hyperalgie mécanique. De plus, 33% des
rats traités par c-DU et 17% de ceux traités par AP n'ont pas développé le symptéme, alors
que tous les animaux c-veh ont eu au moins une hyperalgie de grade 1. Ainsi, le traitement a
la DU et a I'AP a partiellement protégé les animaux contre ’installation de I'hyperalgie
mécanique induite par la CNA, et a globalement diminué sa sévérité. En revanche, la
combinaison DUAP réduit significativement le pourcentage de réponse suite a la stimulation
mécanique (28 + 5%) par rapport au groupe c-veh (p <0,01) et empéche complétement

I’apparition de I'hyperalgiec CNA-induite chez tous les animaux (Figure 40B et Tableau 14B).
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Figure 40 : Effets protecteurs de la DU, de I’AP et de la combinaison DUAP contre les symptomes
de la douleur neuropathique induits par la CNA

Les histogrammes représentent la moyenne (+ SEM ; n = 6 par groupe ; données issues de la cohorte
A — Tabelau 13) du pourcentage de réponses de retrait de la patte suite a la stimulation mécanique
par le filament de von Frey 4 (A) ou 26 g (B) et suite & la stimulation thermique au froid dans le test a
l"acétone (C). Ainsi les effets protecteurs potentiels de la DU, de I’AP et de la combinaison DUAP
contre I'allodynie mécanique (A), I'nyperalgie mécanique (B) et I'allodynie thermique au froid (C)
induites par la CNA ont été évalué. Des tests Kruskal-Wallis ont été effectués, et les différences
statistiques significatives entre le groupe c-veh et les autres groupes sont montrées. *p<0,05 ;
**p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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Sévérité du symptoéme

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
veh-veh 100% - - - -
c-veh - 50% 17% - 33%
c-DUAP 67% 33% - - -
c-DU 17% 50% 33% - -
c-AP 83% - - 17% -

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
veh-veh 100% - - - -
c-veh - 17% 17% 66% -
c-DUAP 100% - - - -
c-DU 33% - 50% - 17%
c-AP 17% 33% 50% - -

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
veh-veh 100% - - - -
c-veh - - 50% 17% 33%
c-DUAP 33% 50% - 17% -
c-DU - 33% 50% 17% -
c-AP - 17% 66% 17% -

Tableau 15 : Répartition de la sévérité des symptdmes douloureux neuropathiques selon le groupe
expérimental

La répartition des animaux selon la sévérité de I'allodynie mécanique (A), de I'hyperalgie mécanique
(B) et de I'allodynie thermique au froid (C) est représentée et exprimée en pourcentage d’individu
(n=6 par groupe ; données issues de la cohorte A — Tableau 13). Les grades O a 4 représentent
respectivement I'absence, 25, 50, 75 ou 100% de la gravité maximale des symptémes observée pour

I'allodynie ou I'hyperalgie.
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11.1.2. Effet sur ’allodynie thermique au froid CNA-induite

Ici encore, le traitement par la DU et I’AP ne prévient pas 1’apparition de l'allodynie
thermique au froid induite par la chimiothérapie. Les latences de retrait des pattes en réponse
au depot de la goutte d'acétone sont en moyenne respectivement de 15,5+ 1,1 et 15,0 £ 0,7 s,
qui ne sont pas statistiquements différentes de celles obtenues pour le groupe c-veh (12,9 +
1,4 s) (figure 40C). Cependant, ici aussi, le traitement par I’ AP a réduit la sévérité globale des
symptdmes par rapport aux rats c-veh (tableau 14C). Fait intéressant, la combinaison DUAP
empéche complétement le développement de ce symptdme, avec une latence moyenne
obtenue de 17,7 £ 1,0 s proche de celle observée dans le groupe veh-veh (19,9 + 0,1 s) (Figure

40C et Tableau 14C).

En conclusion sur les effets des traitements prophylactiques contre les symptémes
nociceptifs de la NPCI, on observe que la DU et I'AP ne présentent qu'une efficacité partielle
contre les altérations sensorielles induites par la CNA. En revanche, l'association DUAP

permet d’empécher chez tous les rats I'apparition d'une neuropathie périphérique.
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11.2. Effet de la DU, de AP et de la combinaison DUAP contre les
altérations du nerf sciatique induites par la CNA

11.2.1. Effet sur les parametres de conduction

La réduction de I'amplitude maximale du PAN induite par la chimiothérapie est
partiellement prévenue par le traitement DU ou AP, bien que les données ne soient
statistiquement pas différentes de celles du groupe c-veh ou du groupe veh-veh (figure 41A).
En revanche, le traitement combiné DUAP empéche complétement cette réduction induite par
la CNA, et une valeur moyenne de 93 + 15% du contrdle a été obtenue par rapport a la valeur
témoin de 100 + 14% (figure 41A).
Concernant la vitesse de conduction, tous les traitements testés (DU, AP et DUAP)
préviennent sa diminution par la CNA. Les valeurs moyennes obtenues sont respectivement
de 95 + 4, 94 + 3 et 95 + 1% du contrdle, similaires au groupe veh-veh (100 + 1%), et
statistiquement différent de celle obtenue pour le groupe c-veh (82 + 2% du témoin) (figure

41B).
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Figure 41 : Effets de la DU, de I’AP et de la combinaison DUAP contre les altérations du potentiel d’action
du nerf sciatique évoquées par la CNA

L’amplitude maximale du PAN (A) et la vitesse de conduction (B) du nerf sciatique ex vivo ont été mesurées a la
fin des différents traitements (J34). Chaque valeur est exprimée en pourcentage (+ SEM) par rapport aux
valeurs moyennes contréles (n = 4 pour le groupe veh-veh, n=6 pour les autres groupes ; données issues de la
cohorte A — Tableau 13). Pour la comparaison statistique entre le groupe c-veh et les autres groupes un test
Kruskal-Wallis a été utilisé. * p<0,05 ; ** p <0,01.
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11.2.2. Effet protecteur contre la diminution CNA-induite de la protéine NF200 par la
DU, I'AP et de la combinaison DUAP
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Figure 42 : Effets protecteurs de la DU, de I’AP et de la combinaison DUAP contre la diminution
de NF200 induite par la CNA

Les évaluations de I'immuno-réactivité de la protéine NF200 (A et B) et de son niveau d'expression (C
et D) au niveau du nerf sciatique des rats ont été réalisées en fin d’expérimentation (n=6 par groupe ;
données issues de la cohorte A — Tableau 13). Les photomicrographies du marquage immuno-
fluorescent de la protéine NF200 (A) ont été réalisés sur des coupes sagittales de nerf sciatique (barre
d'échelle 20 um), et ont permis de quantifier l'intensité moyenne obtenue pour chaque groupe,
exprimée en pourcentage du controle (B). Le niveau d’expression de la protéine NF200 dans I'extrait
protéique de nerf sciatique a été analysé par la technique de Western blot (C) (a-tub : o-tubuline).
L ’histogramme (D) montre les moyennes normalisées (+ SEM) obtenues pour les différents groupes
d’animaux. Les différences statistiques, déterminées par un test ANOVA a un facteur, pour la
comparaison entre le groupe c-veh et les autres groupes expérimentaux sont montrées. *p<0,05 ;
**p<0,01 ; ***p<0,001.
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De maniére intéressante, les animaux traités avec la combinaison DUAP, DU ou AP
présentent une immunoreactivité de la protéine NF200 dans le nerf sciatique respectivement
de 88 £ 5,86 £ 5 et 97 = 12% du groupe contrble, statistiquements différentes de la valeur du
groupe c-veh (41 + 12%, p <0,01) (Figure 42A et 42B). On observe des effets similaires (97 +
22,99 + 14 et 99 * 26% du contrdle respectivement) par I'analyse par Western blot de cette
méme protéine (Figure 42C et 42D). Ces résultats montrent un niveau de protéine NF200
comparable a celui du groupe témoin (groupe veh-veh), et sont statistiquements différents des

animaux c-veh (45 + 9% ; p <0,05).

11.3. Effet de l1a DU, de I’AP et de la combinaison DUAP sur ’inflammation
CNA-induite au niveau du nerf sciatique

Sur la figure 43, les données montrent un nombre accru de noyaux cellulaires colorés
par le DAPI pour les groupes c-veh et c-DU (137,9 £ 6,3% et 132 + 6,7% du groupe témoin
respectivement ; p <0,001 et p<0,01). En revanche, les rats traités par la combinaison DUAP
ou par I’AP ne présentent pas de différence significative avec le groupe témoin (102,6 £ 5,3%
et 107,5 =+ 5,6% du groupe veh-veh respectivement). Cette augmentation du nombre de
noyaux est due au moins en partie a un accroissement significatif du nombre de cellules
CD11b/c positives qui est efficacement contrecarré par I’AP et la combinaison DUAP, mais
pas par le traitement a la DU seule. Les valeurs moyennes obtenues étaient respectivement de
86 £ 24, 49 + 6 et 205 + 14 cellules/mma2 (figure 44). Ces résultats suggérent que la DU seule
ne permet pas de prévenir Iinfiltration cellulaire induite par la CNA, alors que ce processus
est empéché par I’AP et la combinaison DUAP. Concernant [’augmentation de
I'immunoréactivité de la GFAP dans le nerf sciatique induite par la CNA, les rats c-DUAP (84
+ 6%) et c-AP (81 + 8%) ne montrent aucune différence statistique avec le groupe témoin
(figure 45A et B), alors que les animaux c-DU présentent une valeur moyenne de 130 + 21 %

similaire a celle obtenue chez groupe c-veh.

204



11/ Effet DU, AP et DUAP sur les
RESULTATS atteintes périphériques

veh-veh

Nombre de noyaux
B (% de controle)
i #

*

EEES

0
e“—\‘ e“vqe\\ 0\) Py C‘o\) C’P?
N <

Figure 43 : Effets protecteurs de la DU, de I’AP et de la combinaison DUAP contre I’augmentation
du nombre de noyaux cellulaires dans le nerf sciatique

Le marquage des noyaux cellulaires par le 4', 6-dianidino-2-phénylindole (DAPI) dans les nerfs
sciatiques des rats exposés ou non aux différents traitements a ézé réalisé (A) (barre d'échelle 20um).
La quantification de la densité relative des noyaux colorés par DAPI, exprimée en pourcentage du
nombre de noyaux moyen retrouvé dans les sections de nerfs sciatiques des rats contrdles (groupe
veh-veh), est représentée sur [’histogramme (B) (n=6 par groupe ; données issues de la cohorte A —
Tableau 13). Les différences statistiques pour la comparaison avec le groupe témoin sont montrées et
obtenues par un test ANOVA a un facteur suivi d’un test post-hoc de Fisher, avec **p<0,01 ; ***p<
0,001. La comparaison entre les groupes c-DU et c-AP ou c-DUAP est représentée par #, avec # p
<0,05 ; ## p <0,01.
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Figure 44 : Effets de la DU, de I’AP et de la combinaison DUAP contre Uinfiltration cellulaire du
nerf sciatique : nombre de cellules CD11b/c positives

Des images représentatives d’immunofluorescences des cellules CDI1b/c positives (macrophages)
détectées dans les nerfs sciatiques sont montrées en (A) (barre d'échelle 20 um). L histogramme (B)
montre le nombre de cellules positives CD11b/c comptées par mm2 (n=6 par groupe ; données issues
de la cohorte A — Tableau 13). Un test de Kruskal-Wallis a été effectué. ****p<0,0001 comparé a un
groupe de veh-veh ; ## p<0,01, #### p<0,0001.

205



11/ Effet DU, AP et DUAP sur les
RESULTATS atteintes périphériques

A

veh-veh

Intensité moyenne
(% de controle)

o
g

100 gl

D -
AL
qe“'\le “'i'?ﬁ‘bpf' NA®

Figure 45 : Effets de la DU, de I’AP et de la combinaison DUAP contre I’augmentation de

Pimmunoréactivité de la protéine GFAP des cellules de schwann au niveau du nerf sciatique

Les images d’immunofluorescences (4) représentent la protéine GFAP marquée dans des coupes de
nerfs sciatiques (barre d'échelle 20 um). L'histogramme (B) montre l’intensité moyenne (+ SEM) de
["immunofluorescence obtenue pour chaque groupe d’animaux (n=6 par groupe ; données issues de la
cohorte A — Tableau 13). Les résultats sont exprimés en pourcentage du contréle. Les différences
statistiques, obtenues par un test ANOVA a un facteur suivi d’un test post-hoc de Tukey, pour la

comparaison avec le groupe c-veh sont montrées. *p<0,05 ; **p<0,01.
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EFFET DE DU, AP ET DE LA COMBINAISON DUAP SUR
LES ATTEINTES PERIPHERIQUES

EN BREF...

Les résultats comportementaux démontrent un effet préventif, contre les altérations sensorielles

induites par la CNA, contrasté de la combinaison DUAP comparé a I’AP ou la DU seul :
v Efficacité partielle de la DU et de I’AP ;

v’ Efficacité compléte de la combinaison DUAP.

Les études fonctionnelles et biochimiques révelent que :
v' DU, AP et DUAP empéchent I'altération du cytosquelette évoquée par la CNA dans les
axones du nerf sciatique ;
¥" En revanche, la neuro-inflammation suggérée par Pinfiltration de cellules immunitaires au
niveau du nerf sciatique observée suite a la CNA est prévenue par la combinaison DUAP

et AP, mais pas par la DU seule.
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111/ Effet de la DU sur les atteintes centrales

Nous avons vu que la DU exerce des effets positifs sur différents domaines de la
cognition qui sont altérés chez les patients atteints de trouble dépressif majeur, et que
plusieurs études suggerent un effet neuroprotecteur de la DU dans différents modeles de
Iésions cérébrales (voir Introduction, partie V.2.3 p113). Il existe également des preuves d'un
lien entre antidépresseurs, notamment bien étudié avec la fluoxétine, et la neurogenese
hippocampique adulte. Ces donnees laissent a penser que la DU pourrait étre bénéfique dans
le traitement du chemobrain. A ce jour, aucune étude clinique ou préclinique n’évalue les
effets potentiels de la DU dans la prise en charge des troubles cognitifs chimio-induits. Nous
avons donc cherché a évaluer le potentiel neuroprotecteur de la DU sur le déclin des
performances cognitives induit par la CNA. Nous avons réalisé une relation dose-réponse en

utilisant différents dosages de DU, a savoir 1, 2, 4 et 8 mg/kg/injection.

I11.1. Toxicité de la DU a 8mg/kg
I11.1.1. Toxicité additive de la DU a 8 mg/kg sur le poids des animaux

Sur la figure 46, on retrouve la variation de poids des animaux tout au long de
I’expérimentation. Le poids en gramme a ét¢ normalisé et rapporté en pourcentage du poids
initial. On voit que les animaux veh-DU4 ont un accroissement linéaire tout au long de
I’expérimentation, pour atteindre a J34 un poids de 140 % par rapport a leur poids initial,
identique au groupe contréle. La DU a 4mg/kg, n’affecte pas la prise de poids normale chez
les animaux.
En revanche, si aux doses 1, 2 ou 4 mg/kg la DU ne change pas la perte de poids induite par la
CNA, le dosage de 8 mg/kg aggrave celle-ci de maniere significative a partir de J30 (p<0,05).
Ceci sans réversion apres 1’arrét de la CNA comme observé pour les autres doses de DU et

stagne en moyenne a 95 % (p<0,05). Ces résultats suggerent que la DU, en particulier a forte
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dose (8mg/kg ici), devient morbide concernant la prise de poids pour les rats lorsqu’elle est en

association a la CNA.
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Figure 46 : Effet de DU sur la cinétique de la variation du poids des rats contrdles ou traités a la
CNA

Le poids a été mesuré quotidiennement chez les rats témoins (groupe veh-veh ; n=12), recevant la
DU4 (veh-DU4 ; n=6), la CNA seule (groupe c-veh ; n=12), la CNA plus différentes doses de DU
(groupes ¢c-DUL1, n=6 ; c-DU2, n=12 ; c-DU4, n=12 ; c-DU8, n=6) (données issues des cohortes B et
C — Tableau 13). Les traitements DU ont été administré tous les deux jours a partir de JO jusqu’a J28,
et la CNA a débuté a J7. Chaque valeur représente la moyenne (+ SEM) du poids exprimé en
pourcentage du poids initial. Le test statistique utilisé est un ANOVA a deux facteurs, suivi d’'un test
post-hoc de Tukey, pour une comparaison entre les groupes traités a la CNA et ceux recevant le
véhicule (* p<0,05) ou entre le groupe c-DU8 et les autres groupes recevant la CNAetlaDU a 1, 2
ou 4 mg/kg (# p<0,05).
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111.1.2. Effet de la DU sur la survie des animaux

Dans cette étude, des critéres pour la décision de 1’euthanasie ont ét¢ mis en place (état
d’amaigrissement important, dos rond et poil hérissé, léthargie) afin de stopper
I’expérimentation pour les animaux en souffrance inutile, suivant les régles éthiques.
Sur la figure 47 représentant la cinetique du taux de survie, on peut observer que, malgré
I’effet délétere de la CNA sur le poids des animaux, le traitement n’entraine pas de déces ou
d’état nécessitant I’arrét de 1’expérimentation chez les animaux durant les 5 semaines
d’expérimentation. Il en est de méme pour la DU a 1, 2 ou 4mg/kg associée a la CNA, ou la
DU a 4 mg/kg seule (groupe veh-DUA4) (figure 47). En revanche, a partir de J31 (3 jours apres
la fin des traitements) on observe une diminution de moitié de D’effectif des animaux
constituant le groupe c-DUS (soit 3 animaux). A J32, on constate la perte d’un quatriéme
animal, puis le taux de survie atteint 0 % a J34, avant de pouvoir réaliser les derniers tests
comportementaux (figure 47). C’est d’ailleurs a ce titre que les effets neuroprotecteurs

potentiels de la DU a 8 mg/kg n’ont pas pu étre évalués.

veh-DU4
100 | - ¢-DU1
c-DU2
-1 c-DU4
- c¢-DUB

Taux de survie (%)

28 30 32 34

Jour d'expérimentation

Arrét de
tous
traitements

Figure 47 : Effet des différentes doses de DU combinées a la CNA sur le taux de survie des
animaux

L’évolution du taux de survie des rats est montrée a partir de J28, qui correspond au dernier jour
d’administration de la CNA et des différents traitements thérapeutiques. La médiane de survie est J31
pour le groupe c-DUS8, alors que tous les autres groupes restent a leur effectif de départ (données
issues des cohortes B et C — Tableau 13).
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111.2. Effet de la DU sur les troubles mnésiques CNA-induits

La figure 48 représente les index de discrimination obtenus en moyenne pour chaque
groupe, lors d’une tache difficile (déplacement de 20 cm, figure 48A) et lors d’une tache
facile (déplacement de 30 cm ; figure 48B). Les animaux du groupe veh-DU4 présentent en
moyenne un index de 0,47 + 0,11 pour un déplacement de 20 c¢cm, et de 0,45 + 0,09 pour un
déplacement de 30 cm. Les performances moyennes de ces rats sont identiques a celles
obtenues pour le groupe contrdle (veh-veh), ou les valeurs sont de 0,51 + 0,06 et 0,50 + 0,06
pour une tache difficile et facile respectivement. Quelque soit la difficulté de la tache ici, la
DU a 4 mg/kg (groupe veh-DU4) n’entraine pas d’effet sur les performances mnésiques en
comparaison au groupe controle (veh-veh).
Pour une tache jugée facile (figure 48B), a partir d’une dose de 2mg/kg la DU est efficace
pour prévenir le déclin des performances de la mémoire spatiale induit par la CNA chez les
rongeurs. En effet, les groupes c-DU2 et c-DU4 présentent des index de discrimination en
moyenne de 0,48 + 0,07 et 0,45 + 0,1 respectivement, similaires au groupe contrdle veh-veh
(0,50 = 0,06). A I'inverse, une dose de 1 mg/kg de DU ne permet pas de prévenir cette
diminution des capacités cognitives lors de ce test, puisque les rats présentent un index de
0,09 £+ 0,03 statistiquement différent du groupe contrdle veh-veh (p<0,05), et qui est
équivalent aux performances observées chez le groupe c-v (0,10 + 0,08).
Lorsque la tache est au seuil de discrimination pour des rats sains, et donc plus compliquée
(déplacement de 20 cm ; figure 48A), on observe de fagon intéressante une prévention sur
I’apparition des troubles cognitifs CNA-induits qui s’avére étre dose-dépendante de la DU.
Alors que la DU a 1mg/kg reste toujours inefficace (index de -0,04 + 0,10 ; p<0,01), la DU a
2mg/kg (index de 0,19 + 0,05), méme si significativement plus faible que le groupe veh-veh
(p<0,05) semble prévenir de fagon partielle le déclin des performances mnésiques. Par contre,

la DU a une dose de 4 mg/kg permet de prévenir efficacement et de facon totale cette
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diminution des performances de la mémoire spatiale induite par la CNA, avec un index

moyenne de 0,37 = 0,09, non différent de celui du groupe contréle.
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Figure 48 : Effet protecteur de la DU sur la perte CNA-induite des performances mnésiques des
rats

Les capacités de la mémoire spatiale ont été évaluées par le test du Spatial object recognition. Les
données correspondent aux performances cognitives obtenues en fin d’expérimentation (J34). Les
histogrammes montrent les index de discrimination moyens (+ SEM) obtenus lors d une tdiche difficile
(A) et lors d’une tdche jugée plus facile (B) (groupe veh-veh, n=12 ; veh-DU4, n=6; c-veh, n=12;
c-DUL, n=6; c-DU2, n=12 ; c-DU4, n=12 ; c-DU8, n=6 / données issues des cohortes B et C —
Tableau 13). Les différences statistiques obtenues par un test ANOVA a un facteur suivi par un test
post-hoc de Tukey sont représentées. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 pour la comparaison au

groupe veh-veh ; # p<0,05.
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111.3. Effet contre la diminution de I’immunoréactivité de la protéine GFAP
des astrocytes induite par la CNA

Nous avons évalué les effets neuroprotecteurs potentiels de la DU sur les altérations
des cellules astrocytaires induite par la CNA, notamment sur la diminution de
I’immunoreéactivité de la protéine GFAP. Les résultats obtenus au niveau de 1’hippocampe et
du corps calleux sont représentés en pourcentage d’intensité du marquage GFAP par rapport

au groupe contréle (veh-veh) sur les figures 49 et 50.

Les animaux du groupe veh-DU4 présentent une intensité moyenne de 92,2 + 11,3 %
au niveau de I’hippocampe et de 99 + 7,1 % au niveau du corps calleux. Ces moyennes sont
équivalentes a celles observées chez le groupe controle, et significativement différentes de
celles obtenues chez le groupe c-veh (62 £+ 6,4 % et 74,1 £ 5,2 % respectivement ; p<0,05).
Quel que soit la dose testée, on observe que la DU permet de prévenir de facon efficace la
diminution de I’immunoréactivité¢ de la GFAP évoquée par la CNA. Les intensités moyennes
pour les groupes c-DU1, c-DU2 et c-DU4 au niveau de I’hippocampe sont respectivement de
96,9 + 7,3 %, 86,4 £ 7,1 % et 97,3 £ 11,4 % par rapport au groupe veh-veh, statistiquement
différent du groupe CNA (62,0 + 6,4 % ; p<0,05). On retrouve la méme tendance au niveau
du corps calleux, ou les valeurs de I’intensité moyenne par rapport aux contrdles sont de 99,4
+ 10,3 %, 100,9 + 10,5 % et 108,4 = 7,8 % respectivement pour les groupes c-DU1, c-DU2
(p<0,05 comparés au groupe c-veh) et c-DU4 (p<0,001 en comparaison au groupe c-veh). Ces
résultats suggerent une action neuroprotectrice, et de facon intéressante méme a faible dose (1
mg/kg) de la DU sur les cellules gliales astrocytaires contre la neurotoxicité induite par la

CNA.
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Figure 49 : Effet protecteur de la DU sur la diminution de 'immunoréactivité de la GFAP induite

par la CNA dans I’hippocampe

Les photomicrographies en (A) représentent I'immunofluorescence de la protéine GFAP au niveau de
["hippocampe (grossissement X4, barre d’échelle 200 um ; grossissement X20 région CA3, barre
d’échelle 20 um). L’ histogramme (B) représente la quantification de l'immunoréactivité de la protéine
GFAP au niveau de I’hippocampe. Chaque valeur est exprimée en pourcentage (+ SEM) d'intensité de
fluorescence détectée chez les rats veh-veh (groupe veh-veh, n=12 ; veh-DU4, n=6 ; c-veh, n=12 ; c-
DUL, n=6 ; c-DU2, n=12 ; c-DU4, n=12 / données issues des cohortes B et C — Tableau 13). Un test
ANOVA a un facteur a été effectué, et les différences statistiques entre le groupe c-veh et les autres

groupes sont montrées. *p<0,05 ; ** p <0,01.
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Figure 50 : Effet protecteur de la DU sur la diminution CNA-induite de I'immunoréactivité de la
protéine GFAP dans le corps calleux

Les photomicrographies représentatives (A) montrent I'immunofluorescence de la protéine GFAP au
niveau du corps calleux (grossissement X20, barre d’échelle 20 um obtenus pour chaque groupe
expérimental. L’ analyse comparative de l'intensité moyenne de la protéine GFAP détectée dans les
tissus est illustrée par I’histogramme (B). Chaque valeur est exprimée en pourcentage (+ SEM) du
contréle (groupe veh-veh, n=12 ; veh-DU4, n=6 ; c-veh, n=12 ; c-DU1, n=6 ; c-DU2, n=12 ; c-DU4,
n=12 / données issues des cohortes B et C — Tableau 13). Un test Kruskal-Wallis a été effectué. Les
différences statistiques entre le groupe c-veh et les autres groupes sont montrées, *p<0,05 ; ** p
<0,01 ; *** p<0,001.
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111.4. Effet de la DU contre la diminution CNA-induite du nombre de
cellules prolifératives hippocampiques

La figure 51 illustre des photomicrographies de I’immuno-marquage de la protéine Ki-
67 (cellules prolifératives) et du marquage au DAPI (noyaux cellulaires) (figure 51B), ainsi
que le co-marquage NG2 et Ki-67 au niveau du hile du gyrus denté de I"hippocampe (figure
51E). Les histogrammes montrent la quantification des cellules Ki-67 positives (figure 51A),
co-marquées NG2 et Ki-67 (figure 51C) et NG2-Ki67" (figure 51D). Les valeurs moyennes,
exprimées en pourcentage du nombre de cellules marquées par rapport au nombre total de
cellules (DAPI positives), montrent que DU4 n’affecte pas le taux de ces cellules Ki-67
positives (2,1 + 0,2 % similaire au controle 1,8 + 0,2 %). Les groupes c-DU2 et c-DU4
présentent respectivement une moyenne de 1,6 £ 0,2 % et 1,8 £ 0,2 % de cellules Ki-67
positives non différente du contréle et significativement supérieure au groupe c-veh (p<0,05
et p<0,01). La DU a 1 mg/kg ne permet pas de prévenir la diminution du nombre de cellules
Ki-67 positives induite par la CNA, et une valeur moyenne de 1,0 = 0,2 % de cellules
prolifératives a été obtenue, équivalente a celle du groupe c-veh (0,9 + 0,2 %) et
significativement plus faible par rapport au contréle (p<0,01). Il en ressort qu’a partir d’une
dose de 2 mg/kg, la DU devient efficace pour prévenir la diminution du nombre de cellules
prolifératives au sein de 1’hippocampe suite au traitement chimiothérapique. Concernant le
co-marquage Ki67-NG2, les rats veh-DU4 présentaient en moyenne 1,1 + 0,1% de cellules
NG2-Ki67 positives. Ces valeurs sont équivalentes a celles observees chez les animaux
véhicules (0,9 + 0,2 %), et significativement plus importantes que pour le groupe c-veh (0,2 +
0,1 % ; p<0,0001). La DU a 1 mg/kg ne protége pas de maniére significative contre cette perte
de cellules prolifératives induite par la CNA, cependant cette derniére apparait moins
importante chez les animaux c-DU1 (0,4 £ 0,1 %) par rapport aux animaux c-veh. Par contre

les traitements DU2 et DU4 permettent de garder des valeurs moyennes semblables aux
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animaux contr6les, avec des moyennes de 0,9 = 0,1 % et 1,0 £ 0,2 % respectivement. De
facon intéressante, alors que DU a 1mg/kg semble prévenir de facon partielle la diminution
drastique du nombre de PO (cellules co-marquées NG2-KI167), elle ne permet pas de contrer
la diminution des cellules prolifératives non-NG2 (figure 51D). En effet, la valeur moyenne
obtenue pour le groupe c-DU1 est similaire a celle du groupe c-veh (0,6 £ 0,1 %) et
statistiquement inférieure au groupe veh-veh et veh-DU4 (p<0,05 et p<0,01). Au contraire les
doses DU2 et DU4 avaient un effet protecteur avec des moyennes respectives de 0,9 £ 0,1 et
0,9 + 0,1 % qui ne sont cependant pas significativement différentes de celles obtenues dans le

groupe c-veh.

217



S=NVIMWANISE |11/ Effet DU sur les atteintes centrales

Nombre cellules Ki67+
{% du nombre total)
250 i
:_‘[:_‘( * % ¥
204 T
1.54
1.0
0.5-
0.0
TR P (R o SR RRYY
i S
C 284 Nombre cellules NG2*-Ki67* D 25- Nombre cellules NG2™-Ki67*
' (% du nombre total) ) {% du nombre total)
2.04 2.0
# HH
15{ * #
1.0 4

0.5

Figure 51 : Effet protecteur de la DU sur la diminution du nombre de cellules prolifératives Ki67-positives, Ki67-
NG2 positives et Ki67-non NG2 positives au niveau de I’hippocampe

La quantification du nombre total de cellules Ki67-positives, de cellules doublement marquées Ki67-NG2 positives
et de cellules Ki67 positives-NG2 négatives au niveau de [’hippocampe a été réalisée par immuno-marquage
fluorescent de coupes sagittales d’encéphales de rats appartenant aux différents groupes expérimentaux. Les
photomicrographies représentatives d’immunofluorescences montrent le marquage de la protéine Ki67 (B ; barre
d’échelle 50 um) ainsi que le co-marquage Ki67-NG2 (E ; barre d’échelle 20 um) au niveau du gyrus denté de
[’hippocampe. Les histogrammes représentent la moyenne du nombre total de cellules Ki67-positives (A), du
nombre de cellules co-marquées Ki67-NG2 positives (C) et du nombre de cellules Ki67 positives non-NG2 (D) au
niveau de I’hippocampe des rats veh-veh, veh-DU4, c-veh, c-DUL, c-DU2 et c-DU4, exprimés en pourcentage par
rapport au nombre totale de cellules (+ SEM) (groupe veh-veh, n=12 ; veh-DU4, n=6; c-veh, n=12; c-DUL,
n=6 ; c-DU2, n=12 ; c-DU4, n=12 / données issues des cohortes B et C — Tableau 13). L analyse statistique a été
faite par un ANOVA a un facteur suivi d'un test post-hoc de Fisher. Les différences statistiques pour la
comparaison avec le groupe c-veh (*p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001) et le groupe c-DUL (#
p<0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001) sont montrées.
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11.5. Effet de la DU sur la diminution CNA-induite des précurseurs
d’oligodendrocytes prolifératifs au niveau du corps calleux

La figure 52 présente les photographies et les résultats du comptage du nombre de
cellules obtenus concernant le co-marquage fluorescent NG2 et Ki-67 au niveau du corps
calleux (figure 52A et B).

Les rats du groupe veh-DU4 présentaient en moyenne 2,9 £ 0,3 % de cellules NG2-Ki67
positives. Ces valeurs sont équivalentes a celles observées chez les animaux véhicules, et
significativement plus importante en comparaison au groupe c-veh (p<0,01). Toutes les doses
de DU testées dans cette étude permettent de prévenir la diminution, induite par la CNA, du
nombre de cellules NG2-Ki67 positives au niveau du corps calleux. On retrouve des valeurs
de2,7+0,4,23+0,2et2,6+£0,3% en moyenne pour les groupes c-DU1, c-DU2 et c-DU4

respectivement, statistiquement différentes du groupe CNA (1,5 + 0,1 % ; p< 0,01).
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Figure 52 : Effet protecteur de la DU sur la diminution du nombre de cellules co-marquées NG2-
Ki67 positives au niveau du corps calleux

Des photomicrographies représentatives au niveau du corps calleux sont montrées en (A) (barre
d’échelle 20 um). Le nombre moyen de cellules NG2-Ki67 positives est exprimé en pourcentage du
nombre de cellules total (+ SEM) en (B) (groupe veh-veh, n=12 ; veh-DU4, n=6 ; c-veh, n=12 ; c-
DUL, n=6; c-DU2, n=12; c-DU4, n=12/ données issues des cohortes B et C — Tableau 13). Les
différences statistiques ont été obtenues par [’application de test ANOVA a un facteur suivi d’un test
post-hoc de Fisher. Les différences statistiques pour la comparaison avec le groupe c-veh (*p<0,05 ;
**p<0,01) sont montrées.
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111.6. Effet de la DU sur Pinfiltration leucocytaire au niveau de I’encéphale
Le marquage de la protéine CD45 et le comptage du nombre de cellules positives
(leucocytes) (figure 53) montrent que ’augmentation de leucocytes est prévenue par le
traitement DU2 et DU4, ou le nombre moyen de leucocytes est respectivement de 1190 + 110
et 1100 + 120, similaire & ce qui est obtenu pour le groupe contréle (1050 + 100) mais
également pour le groupe veh-DU4 (1120 + 80). Seul le traitement DUL ne permet pas de
contrer cette augmentation du nombre de cellules CD45 positives, ou la valeur moyenne
(2000 + 120 cellules) est identique a celle observée pour le groupe c-veh, et significativement

superieure aux valeurs contrdles (p<0,0001).
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Figure 53 : Effet de la DU sur Uinfiltration de cellules CD45 positives au sein de I’encéphale

Des photomicrographies représentatives d’immunofluorescences du marquage de la protéine CD45 dans les
tissus cérébraux des rats sont montrées en (A) (barre d'échelle 20 um). La quantification du nombre de cellules
CDA45 positives par mm? est montrée par [’histogramme en (B) (groupe veh-veh, n=12 ; veh-DU4, n=6 ; c-veh,
n=12 ; ¢-DU1, n=6 ; c-DU2, n=12 ; c-DU4, n=12 / données issues des cohortes B et C — Tableau 13). L ‘analyse
statistique a [’aide d’un test ANOVA a un facteur suivi d’'un test post-hoc de Fisher a été réalisée. Les
différences statistiques pour la comparaison avec le groupe c-veh (****p<0,0001) et le groupe c-DUL (####

p<0,0001) sont montrées.
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Effet de la DU sur les atteintes centrales

EN BREF...

v" Aucun effet de la DU 4 4 mg/kg sans CNA en comparaison aux animaux controles

v’ Effets délétéres de la DU a forte dose (8mg/kg), qui devient morbide par toxicité additive
a celle de la CNA

v’ Effet préventif sur le déficit CNA-induit des performances en mémoire spatiale
dépendant de la difficulté de la tache et de la dose de DU :

Tache difficile : effet dose de la DU, ou 1mg/kg ne suffit pas, 2mg/kg permet une
prévention partielle, et compléte a 4 mg/kg

Tache facile : effet préventif complet et efficace dés 2 mg/kg

v’ Effets préventifs sur les atteintes CNA-induites des populations cellulaires :

Effet neuroprotecteur sur les modifications des astrocytes CNA-induites, méme a faible dose
(Img/kg)

Effet protecteur efficace contre la diminution du nombre de cellules Ki67 positives
hippocampiques a partir de 2 mg/kg, alors que DU1 ne suffit pas

Effet neuroprotecteur sur le nombre de cellules PO, méme a faible dose (1 mg/kg), au niveau du
corps calleux, mais effet dépendant de la dose au niveau de ’hippocampe ou DU1 exerce un effet
préventif partiel, et efficace a partir de 2 mg/kg

Effet sur Pinfiltration de cellules CD45 positives : dose de 1 mg/kg ne suffit pas, alors qu’a 2 et 4
mg/kg on retrouve des valeurs controles
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DISCUSSION -

Nous avons produit et caracterisé pour la premiere fois un modele expérimental de
neuropathie périphérique évoquée chez des rats femelles adultes par le traitement sequentiel
CNA-[EPI-DO] frequemment utilisé en clinique humaine contre le cancer du sein (Kaufmann,
von Minckwitz et al. 2003, Fabi, Papaldo et al. 2004, Hainsworth, Yardley et al. 2006,
Lombardi, Scalone et al. 2010, Eckhoff, Nielsen et al. 2011, Trudeau, Chapman et al. 2015).
Les symptomes neurologiques périphériques et centraux et les mécanismes qui sous-tendent
I’induction des effets de la CNA-[EPI-DO] ont été étudiés grace a une approche
multidisciplinaire associant des analyses comportementales, électrophysiologiques, et histo-

pathologiques.

L’application du protocole de traitement CNA de 3 semaines (EPI d'une semaine a
1mg/kg/2 jours suivie par 2 semaines de DO a 2mg/kg/2 jours), provoque chez le rat des
douleurs neuropathiques avec des symptomes similaires a ceux observés chez 1’humain
(Pereira et al. 2016, Starobova and Vetter 2017). En effet, apres traitement avec la CNA-[EPI-
DO], les rats ont développé des anomalies sensorielles telles que I'allodynie et I’hyperalgie
mécaniques ainsi que l'allodynie thermique au froid. En clinique, [I'‘évaluation
neurophysiologique objective des NPCI implique des études de conduction nerveuse qui
fournissent des informations précieuses sur I'étendue des dysfonctionnements axonaux chez
les patients souffrant de neuropathie a la suite de la chimiothérapie (Park, Goldstein et al.
2013). La réduction de I’amplitude maximale du PAN est une constatation fréquente chez les
patients atteints de neuropathie périphérique induite par la CNA, confirmant le
développement d’un aspect axonal de la neuropathie (Park, Goldstein et al. 2013). Dans le
présent travail, nous avons observeé des altérations de la conduction nerveuse du nerf sciatique
chez des rats traités a la CNA-[EPI-DQ], entrainant une forte diminution (supérieure a 50%)
de I’amplitude maximale du PAN, et une réduction plus modeste (20%) de la vitesse de

conduction. Ces altérations neurophysiologiques associées a la neuropathie sont corrélées a
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une diminution dans les nerfs sciatiques de I'expression du neurofilament 200 Kd qui est un
marqueur axonal spécifique. L’ensemble de nos résultats montre que le traitement CNA-[EPI-
DO] induit chez le rat une axonopathie similaire a celle observée chez les patients (Chaudhry,

Rowinsky et al. 1994, Dougherty, Cata et al. 2004).

Le modeéle murin fiable que nous avons généré a été extrémement utile pour évaluer et
comparer l'efficacité de la DU, de ’AP et d’un mélange concomitant de DU et d’AP (DUAP)
sur divers parametres comportementaux, électrophysiologiques et immunohistochimiques
modifiés par la CNA-[EPI-DO]. Les effets de la DU comme traitement thérapeutique des
NPCI ont été évalués dans une étude sponsorisée par I’Institut National du Cancer (Smith,
Pang et al. 2013, Seretny, Currie et al. 2014). Bien que cette étude fournisse des résultats
positifs, 1’effet bénéfique de la DU reste modeste et semble étre plus efficace contre les
neuropathies induites par I'oxaliplatine par rapport aux troubles neurologiques évoqués par les
taxanes (Smith, Pang et al. 2013, Majithia et al. 2016). Le présent travail montre également un
effet protecteur partiel et modeste de la DU contre les altérations neurologiques chimio-
induites, car la DU diminue uniquement et légérement la sévérité des symptdmes douloureux
évoqués par la CNA-[EPI-DQ] sans étre capable de les éradiquer complétement.

L’AP a été plus efficace que la DU, bien que I'AP n'ait également exercé que des effets
protecteurs partiels dans notre modele de rat développant une douleur neuropathique
secondaire a la CNA-[EPI-DQ]. Cette observation révele que I’AP ne présente pas la méme
efficacité contre tous les différents types de NPCI. En effet, alors que de précédentes études
issues de notre laboratoire ont démontre que I'AP a 4 mg/kg/2 jours est capable de supprimer
complétement les symptomes sensoriels et moteurs induits par I'oxaliplatine et la vincristine
(Meyer, Patte-Mensah et al. 2010, Meyer, Patte-Mensah et al. 2011, Taleb, Bouzobra et al.
2017), la présente analyse ne montre que des effets bénéfiques partiels de I'AP contre la NPCI

douloureuse évoquée par la CNA-[EPI-DO].
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Les mécanismes neurotoxiques impliqués dans la pathogenése de la NPCI sont dépendants de
I’agent anticancéreux et de sa dose cumulée (Grisold et al. 2012, Argyriou et al. 2014,
Johnson et al. 2015, Starobova and Vetter 2017). Par ailleurs, il est également important de
rappeler que, dans le présent travail, nous avons utilisé des rats femelles pour produire un
modele de NPCI suite a un traitement CNA-[EPI-DO] du cancer du sein, alors que les
¢valuations antérieures des actions de I’AP contre les NPCI induites par 1’oxaliplatine et la
vincristine ont portées sur des rats males. Par conséquent, il semble que I'efficacité de I'AP
contre les NPCI peut dépendre a la fois des différences entre les sexes, mais également de la
spécificité des mécanismes neurotoxiques de ’anticancéreux mis en cause. A l'appui de cette
idée, d'importantes différences liées au genre ont été mises en évidence dans le
développement ainsi que dans la réversibilité de la douleur neuropathique chez les souris, ou
le processus de régénération faisant suite a des dommages nerveux est plus rapide chez les
males que chez les femelles (Vacca et al. 2014). Une autre étude de DelLeo et Rutkowski a
montré que l'allodynie mécanique est significativement plus importante chez des rats femelles
Sprague-Dawley comparés aux males a la suite d’une transsection du nerf spinal (DeLeo and

Rutkowski 2000).

Nos travaux révelent également une infiltration de macrophages (cellules CD11b/c
positives) dans les nerfs sciatiques et une dédifférenciation/reprogrammation des cellules de
Schwann mise en évidence par une augmentation de 1’expression de GFAP. Ces résultats
suggerent que les toxicités additives de I'EPI et du DO, utilisés en séquentiel, peuvent
contribuer a [D’installation d’un état pro-inflammatoire. En effet, plusieurs preuves
s’accumulent pour soutenir un role important de la neuro-inflammation dans le
développement des NPCI et dans les altérations du SNC étant donné que les anticancéreux qui

pénetrent les axones periphériques traversent également la BHE dans certaines circonstances
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(McWhinney et al. 2009, Park, Goldstein et al. 2013, Warwick and Hanani 2013, Gornstein
and Schwarz 2014, Makker, Duffy et al. 2017). La chimiothérapie, et/ou sa neurotoxicite,
active aussi les cellules de Schwann qui répondent par des changements phénotypiques
comprenant une surexpression de GFAP (Jessen and Mirsky 2005, Berg, Zelano et al. 2013,
Namgung 2014). Ce processus permet le recrutement de macrophages dans les nerfs
périphériques (Jessen and Mirsky 2016, Lees, Makker et al. 2017). En plus de stimuler la
sécretion de médiateurs par le recrutement de macrophages, les cellules de Schwann liberent
elles-mémes des facteurs pro-inflammatoires qui augmentent l'excitabilité neuronale et
entrainent une hypersensibilité a la douleur (Milligan and Watkins 2009, Lees, Makker et al.
2017). La surproduction de cytokines et/ou la neuro-inflammation prolongée peut causer des
dommages permanents des tissus nerveux, et induire une douleur neuropathique (Dubovy,
Klusakova et al. 2014, Namgung 2014). Parallélement, il a été suggéré que l'infiltration des
cellules immunitaires et ’activit¢é de cytokines pro-inflammatoire dans les nerfs et les
ganglions de la racine dorsale sont impliquées dans la douleur neuropathique et les NPCI
(Moalem and Tracey 2006, Liu et al. 2012, Liu, Zhang et al. 2014, Zhang, Li et al. 2016,
Makker, Duffy et al. 2017).

De facon intéressante, nous avons constaté que la combinaison concomitante DUAP empéche
efficacement [’infiltration dans les nerfs sciatiques des macrophages (cellules positives
CD11b/c) ainsi que la dédifférenciation/reprogrammation des cellules de Schwann. Ceci
suggere que le spectre des mécanismes d'actions couverts par les effets concomitants de la DU
et de I'AP est suffisant pour prévenir certains processus neuro-inflammatoires induits par la
chimiothérapie. En effet, les données dans la littérature suggérent un effet neuroprotecteur
contre les stimuli inflammatoires par cytoprotection exercé par I’AP et potentiellement par la
DU. Les macrophages sont connus pour exprimer des récepteurs GABA-A fonctionnels, dont

I’activation par différents agonistes modifie leur comportement (Bhat et al. 2010).
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Notamment, il a été démontré que l'activation de ces récepteurs conduit a une réeduction de la
production de cytokines inflammatoires par les macrophages (Reyes-Garcia et al. 2007). Il a
¢té démontré que des macrophages murins traités avec de I’AP produisent des taux plus
faibles de TNF-a aprées stimulation par le LPS (Ghezzi et al. 2000). Dans une autre étude, le
traitement des macrophages dérivés de monocytes humains avec de I’AP a réduit la
production d'IL-1pB et de TNF-a aprés I’induction d’une inflammation suite a 1’exposition au
PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate). Le traitement par 1’ AP réduit également I'expression
d’enzyme macrophagique impliquée dans divers processus inflammatoires (Noorbakhsh et al.
2011). De plus, I’AP peut prévenir la neuroinflammation en réduisant la prolifération des
cellules immunitaires (Noorbakhsh, Baker et al. 2014). Les monocytes expriment également
des récepteurs a la sérotonine. Il a ét¢ démontré que 1’activation des récepteurs a la sérotonine
sur les monocytes permet de diminuer le relargage de TNF-a induit par le LPS (Durk, Panther
et al. 2005). Ceci suggere que la sérotonine est impliquée dans les processus anti-
inflammatoires, et que la DU, qui augmente les taux de sérotonine, peut exercer des effets
anti-inflammatoires. L’administration de DU est liée a une augmentation du taux Sérique
d’IL-10 qui est connu comme étant une cytokine anti-inflammatoire essentielle pour inhiber la
production de TNF-a et d’IL-6 (de Waal Malefyt, Abrams et al. 1991, Ohgi, Futamura et al.

2013).

Divers travaux suggerent que les actions neuroprotectrices de la DU et de I’AP
seraient médiés par des mécanismes anti-oxydants impliquant I’augmentation de I’expression
d’enzymes antioxydantes, antagonisant la surproduction de ROS (Zampieri et al. 20009,
Grewal et al. 2013, Qian et al. 2015, Lee, Park et al. 2016, Cho et al. 2018, Engel, de Oliveira
et al. 2018). Par exemple, il a été démontré qu’un prétraitement a I’AP avait un effet

protecteur contre la mort cellulaire en favorisant 1’expression et l'activit¢ de 1’enzyme
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antioxydante superoxyde dismutase SOD (Grewal, Jaggi et al. 2013, Cho, Kim et al. 2018).
Les effets neuroprotecteurs de I’AP et de ses analogues peuvent aussi impliquer différents
systemes incluant les voies des recepteurs GABA-A ou d'autres cibles non encore identifiées
(Lejri et al. 2017, Taleb, Patte-Mensah et al. 2018). Des neuroblastomes humains SH-SY5Y
ont récemment été utilisés pour évaluer I’effet neuroprotecteur de la DU contre le stress
oxydatif induit par la roténone (Engel, de Oliveira et al. 2018). Les auteurs proposent un
mécanisme de ’effet neuroprotecteur de la DU contre le stress oxydatif impliquant la voie
PI3k/Akt. Cette voie de signalisation est centrale dans la réponse antioxydante en entrainant la
phosphorylation du facteur de transcription Nrf2, qui contréle I’expression de 1’enzyme
antioxydante oxygénase 1 (HO-1). L’administration chronique de la DU augmente les
niveaux d’expression de facteurs neurotrophiques tels que le BDNF, qui activerait la voie de
signalisation PI3k/Akt entrainant alors la production d’enzyme antioxydante. Ces enzymes
permettent de protéger les cellules contre I'augmentation des niveaux de ROS induite par la
roténone, ce qui conduit au maintien de la survie cellulaire, et a I'inhibition de I'apoptose en

réponse au stress cellulaire.

Dans leur ensemble, ces données suggeérent que la combinaison DUAP activerait
plusieurs voies neuroprotectrices et constituerait ainsi une stratégie multi-cible capable de
contrecarrer simultanément les divers et complexes mécanismes neurotoxiques qui
déterminent les NPCI.

A T’appui de cette hypothese, notre travail de thése démontre que la thérapie combinée DUAP
prévient efficacement 1’altération de plusieurs paramétres modifiés par la CNA-[EPI-DO], y
compris l'allodynie thermique au froid, I’allodynie/I’hyperalgie mécanique, I’amplitude du
PAN, la vitesse de conduction nerveuse, la dedifférenciation/reprogrammation des cellules de
Schwann, I’infiltration macrophagique et 1'expression du marqueur neuronal NF200 dans les

nerfs sciatiques.
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De facon intéressante, des résultats antérieurs de notre Laboratoire ont révélé que la
posologic d’AP utilisée dans ce travail de thése n’altére pas I’efficacité du traitement
antitumoral dans un modéle de cancer de la peau chez le rat, généré avec des cellules
mammaires carcinomateuses Walker 256 (Meyer, Patte-Mensah et al. 2010). Cependant,
I'utilisation d'AP en clinique pour améliorer I'efficacité de la DU contre la NPCI par la CNA-
[EPI-DO] chez les patientes atteintes d'un cancer du sein doit étre évaluée avec une attention
particuliére. En effet, d'autres études révelent que I’AP peut favoriser la prolifération des
cellules souches neurales, méme si cet effet est complétement déplacé vers une action
antiproliférative a certaines doses (Wang et al. 2005). De facon intéressante, de récents
travaux ont permis la caractérisation de nouveaux analogues de I'AP, parmi lesquels certains
exercent des effets neuroprotecteurs puissants sans activité proliférative (Karout, Miesch et al.
2016, Lejri, Grimm et al. 2017, Taleb, Patte-Mensah et al. 2018). Par conséquent, si
nécessaire, ces analogues peuvent offrir des possibilités intéressantes et supplémentaires pour
sécuriser la translation vers la clinique de la stratégie concomitante basée sur le mélange
DUAP, révélé par ce travail préclinique comme une thérapie efficace et prometteuse contre

les NPCI induites par la CNA-[EPI-DQO].

Comme cela s’observe chez les patientes, la toxicité de la CNA-[EPI-DO] affecte également
le SNC dans notre modéle expérimental de rats femelles. En effet, ce travail de thése montre
que la CNA-[EPI-DO] provoque des troubles cognitifs chez le rat avec des déficits
équivalents a ceux observés chez les patientes ou dans d’autre modeles expérimentaux
utilisant d’autres agents chimiothérapiques (de Ruiter, Reneman et al. 2011, Jim et al. 2012,
Seigers, Schagen et al. 2013). Chez les patientes, les déficits chimio-induits concernent, entres
autres, des dysfonctionnements de la mémoire épisodique. Ce systeme de memoire fait

référence aux souvenirs des événements qu’un individu a personnellement vécus, inscrit dans
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un contexte spatio-temporel précis («ou », «quoi » et «quand »), et dont la restitution
nécessite un effort conscient. Compte tenu du spectre des déficits neurocognitifs induits par la
chimiothérapie chez les patientes, la toxicité de I’hippocampe — structure jouant un rdle clef
dans la formation de la mémoire, de 1’apprentissage et dans les processus spatiaux — semble
etre un important facteur causal ou déterminant du syndrome de chemobrain (Dietrich, Prust
et al. 2015, Orchard, Gaudier-Diaz et al. 2017). En conséquence, notre choix s’est donc porté
sur 1’évaluation de la mémoire spatiale dans notre modéle murin. En effet, les performances
de la mémoire spatiale chez le rongeur sont dépendantes de 1’intégrité de 1’hippocampe et leur
évaluation permet de modéliser la mémoire épisodique (Tuscher, Szinte et al. 2016). On parle
alors de mémoire de « type épisodique » (episodic-like). Ainsi, nous avons utilisé un test de
reconnaissance spatiale pour comparer les performances des rates témoins et traitées par la
CNA-[EPI-DO]. Nos résultats montrent que cette derniére provoque chez I’animal des
troubles de 1’apprentissage et des capacités mnésiques de type épisodique.

Le test utilisé dans nos travaux offre plusieurs possibilités. En utilisant des déplacements
d’objets proches de la limite de détection pour des rats sains (déplacement de 20cm dans cette
étude), ce test permet en particulier de détecter chez les rongeurs un déclin cognitif précoce
et/ou subtil. D’autre part, cette tiche basée sur la détection de changements subtils dans la
localisation spatiale d’objets, est également utilisée pour évaluer un processus cérébral
particulier, dénommé la séparation de pattern (pattern separation ou PS) (van Hagen, van
Goethem et al. 2015, Ces, Burg et al. 2018). On pourrait alors également suggeérer que la
CNA-[EPI-DO] provoque une atteinte dans les réseaux de la séparation de pattern.

La séparation de pattern permet de différencier des expériences similaires. En évitant les
interférences, ce processus de séparation de pattern est une caractéristique essentielle de la
mémoire épisodique (Yassa and Stark 2011, Ces, Burg et al. 2018). En effet, en plus de

permettre la discrimination entre des souvenirs similaires, ce processus cérébral est considéré
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comme fondamental et critique pour le codage et la récupération de la mémoire épisodique
(Yassa and Stark 2011, Pidgeon and Morcom 2016). Ainsi, un déficit dans les réseaux de la
séparation de pattern est suggéré comme contribuant au déficit de la mémoire épisodique
(Stark et al. 2013, Das et al. 2014, Dery et al. 2015). Bien que plusieurs études suggéerent un
role facilitateur essentiel de 1I’hippocampe et de la neurogenése au niveau du gyrus denté
hippocampique pour le processus de séparation de pattern, les mécanismes ne sont pas encore

élucidés.

Le SNC étant isolé et protégé par la BHE, certains auteurs supposent que la
chimiothérapie, de fagon directe ou non, altére I’intégrité structurale et/ou fonctionnelle de
cette barriere protectrice. En la rendant plus perméable, la chimiothérapie rendrait alors
vulnérable certaines populations cellulaires au sein du SNC, notamment a division rapide.

Pour aborder I’étude des mécanismes impliqués dans la toxicité centrale évoquée par
la CNA-[EPI-DO], une premiére question a été de savoir si ce traitement altere la perméabilité
de la BHE. Compte tenu de 1’action toxique classiquement exercée par les taxanes sur le
cytosquelette, nous avons étudié la possibilité d’un passage de I’agent antinéoplasique par une
voie paracellulaire de la BHE. L’utilisation d’un traceur de haut poids moléculaire, le bleu
Evans, a révélé une augmentation significative de 25% du passage paracellulaire de la BHE
apres 28 jours de traitement CNA-[EPI-DO].

Le bleu Evans (961 Da) se fixe fortement a 1’albumine sérique (69 000 Da), et permet
d’évaluer le passage de la BHE par un traceur de haut poids moléculaire (environ 70 kDa)
(Saria and Lundberg 1983, Kaya and Ahishali 2011, Yen et al. 2013). Les propriétés des
cellules endothéliales formant la BHE conduisent a ce que de nombreux agents thérapeutiques
n'atteignent pas le tissu cérébral (O'Keeffe and Campbell 2016). Ainsi, il a été démontré

qu’une dose unique de docétaxel et d’épirubicine sont incapables de s’accumuler dans le SNC
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(Bigotte and Olsson 1989, ten Tije et al. 2004). La fragilisation de la BHE évoquée par la
CNA-[EPI-DO] pourrait faciliter le passage des molécules anticancéreuses dans le SNC ou
elles induiraient une action toxique directe sur les populations cellulaires en division. Ceci
pourrait alors rendre compte des altérations centrales associées a la CNA.

La diffusion des substances a travers I’espace paracellulaire de la BHE est basée sur
I’exclusion de taille. En effet, les complexes de jonctions serrées (TJ) créent un maillage
rendant le passage paracellulaire contr6lé et étanche. Les TJ sont constituées de protéines
membranaires telles que les claudines, les occludines et des molécules jonctionnelles
adhérentes (junction adherent molecules ou JAM), mais aussi de protéines accessoires
cytosoliques (ZO-1, Z0O-2, ZO-3, cinguline), qui se lient au cytosquelette des cellules
endothéliales constituant la BHE.

Une augmentation du passage paracellulaire a travers la BHE, conséquence de la
chimiothérapie, pourrait étre sous-tendue par 1’altération ou la modification de 1’expression
d’une ou de plusieurs de ces protéines jonctionnelles. Parmi les composants de la BHE, la
protéine ZO-1 a été suggérée pour particulierement fournir un lien fonctionnel entre les
cellules endothéliales, intervenant dans les réarrangements du cytosquelette et de la
morphologie cellulaire (Van Itallie et al. 2009, Fanning et al. 2012, O'Keeffe and Campbell
2016). Il a été démontré que l'inactivation ciblée de ZO-1 dans les cellules endothéliales
dermiques humaines entraine une diminution de la tension cellulaire, entrainant une
augmentation de la perméabilité paracellulaire. Cette augmentation du passage paracellulaire
est comparable aux résultats obtenus avec le knock-down siRNA dirigé contre la protéine
claudine-5, suggérant que le réle de ZO-1 dans l'intégrité de la BHE pourrait étre di en
grande partie a la protéine claudine-5. Indépendamment de la protéine claudine-5, la
suppression de ZO-1 a également entrainé des changements dans la morphologie des cellules

endothéliales (Van Itallie, Fanning et al. 2009, Fanning, Van ltallie et al. 2012, O'Keeffe and
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Campbell 2016). D’autres études démontrent que la co-suppression des protéines claudine-5
et occludine module les voies de passage de la BHE, autorisant le passage paracellulaire par
diffusion de molécules de plus grande taille (Campbell et al. 2008, Keaney et al. 2015).
L’augmentation de la perméabilité paracellulaire observée dans notre étude suite a la
CNA-[EPI-DO] pourrait également s’expliquer par une toxicité des cellules endothéliales
constituant la BHE. Effectivement, des études révelent un lien entre chimiothérapie et toxicité
vasculaire (Wefel, Kayl et al. 2004). Le docétaxel notamment aggrave les dysfonctionnements
endothéliaux a travers la production de ROS faisant suite a un stress oxydant chimio-induit.
Par I’activation de la voie des caspases, ce stress oxydant chimio-induit peut conduire ainsi a
des dommages de I’ADN, et in fine a I’apoptose des cellules endothéliales (Hung, Chan et al.
2015). 11 a également été suggéré que 1’épirubicine entraine un stress oxydant, endommageant

les cellules endothéliales par 1’activation de la voie p38 (Yamada, Egashira et al. 2012).

De facon intéressante, nous avons également montré dans ce travail de these que la
perméabilité accrue de la BHE s’accompagne d’une diminution de 25% de I’expression de
GFAP, marqueur des astrocytes. Ces altérations pourraient participer a la perte de 1’intégrité
fonctionnelle de la BHE suite a la CNA-[EPI-DO].

Outre le r6le de neuroprotection et de support trophique pour les cellules neuronales, les
astrocytes sont des éléments constitutifs importants de la BHE (Ballabh, Braun et al. 2004).
En plus d’apporter une intégrité fonctionnelle par la sécrétion de plusieurs facteurs, le contact
direct entre les cellules endothéliales et les astrocytes est indispensable pour générer une BHE
optimale (Rubin 1991), ou les astrocytes influencent la morphologie et 1’organisation des
cellules endothéliales (Ballabh, Braun et al. 2004). Les astrocytes jouent donc un rdle central
dans le maintien de l'intégrité de la BHE par des mécanismes dépendants du contact avec les

cellules endothéliales et de la libération de facteurs trophiques (Janzer and Raff 1987, Hayashi
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et al. 1997, Alvarez, Meyer et al. 2013, Wang, Jin et al. 2014). Une étude a révélé que la
protéine sonic hedgehog (SHH) libérée par les astrocytes favorise la formation et lI'intégrité de
la BHE par augmentation de la synthese des protéines des TJ dans les cellules endothéliales
(Alvarez et al. 2011). Il est connu que SHH se lie et inactive son récepteur Patched-1 (Ptch-1)
présent sur les cellules endothéliales, ce qui permet a la protéine Smoothened (Smo) d'activer
le facteur de transcription Gli-1 qui régule a la hausse les protéines des TJ, et améliore
I'intégrité de la BHE (Osterlund and Kogerman 2006, Alvarez, Dodelet-Devillers et al. 2011,

Wang, Jin et al. 2014).

D’autres études proposent également que les agents cytotoxiques entrainent une
réponse inflammatoire périphérique, causant alors une toxicité au niveau du SNC
indirectement via les voies de cytokines pro-inflammatoires (Cheung, Lim et al. 2013).
Plusieurs cytokines peuvent traverser la BHE et atteindre le SNC (Banks, Kastin et al. 1989,
Banks, Kastin et al. 1993, Gutierrez, Banks et al. 1993, Banks, Kastin et al. 1994, Osburg,
Peiser et al. 2002, Pan, Kastin et al. 2003, Banks 2004, Pan, Ding et al. 2006, Pan, Stone et al.
2011). Bien que les cytokines ainsi transportées soient importantes pour le bon
fonctionnement du SNC, elles jouent également un role crucial dans le développement des
changements cerébraux et des déficits cognitifs suite a la chimiothérapie (Ren, St Clair et al.
2017). Notamment, ces cytokines au niveau du SNC activent les cellules microgliales et les
astrocytes qui secrétent en retour des médiateurs pro-inflammatoires conduisant notamment a
la migration de cellules immunitaires (Hanisch and Kettenmann 2007). Les cytokines
induisent également un stress oxydant conduisant a des dommages cellulaires associés aux
déficits cognitifs (Osburg, Peiser et al. 2002, Tangpong, Cole et al. 2006, Lacourt and Heijnen
2017). Cette neuro-inflammation au niveau du SNC est d’ailleurs suggérée comme un des
principaux mécanismes dans la génése des symptémes neurotoxiques (Vichaya, Chiu et al.

2015, Lacourt and Heijnen 2017).
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A T’heure actuelle peu d’études ont cherché a faire le lien entre cytokines et chimiothérapie
chez les patientes, mais des évidences emergentes indiquent que la chimiothérapie serait
associée a I’augmentation de cytokines, qui elle-méme est toujours associée a une diminution
de I’habileté a apprendre, ainsi qu’a des altérations de la mémoire de travail et des capacités
cognitives (Gahtan and Overmier 2001, Sparkman, Buchanan et al. 2006, Ren, St Clair et al.
2017). Quelques études relatent que la chimiothérapie entraine une augmentation de cytokines
dans le sérum des patientes, en lien avec des troubles cognitifs (Penson, Kronish et al. 2000,
Osburg, Peiser et al. 2002, Tsavaris, Kosmas et al. 2002, Pusztai, Mendoza et al. 2004,
Tangpong, Cole et al. 2006). A notre connaissance, aucune étude préclinique n’a évalué les
concentrations sériques des cytokines suite a I’administration de chimiothérapie.

Aprés I’administration de la CNA-[EPI-DQ], nous avons effectué un dosage de cytokines
circulantes. Ce dosage a été réalisé une semaine aprés la fin de la chimiothérapie, par
’utilisation du test BD™ Cytometric Bead Array, et nous a permis d’évaluer les
concentrations sériques des cytokines pro-inflammatoires IFN et TNF-a, et anti-
inflammatoires IL-4 et IL-10. Dans notre modéle, une semaine apres 1’arrét du traitement
chimiothérapique, la CNA n’entraine pas de changement au niveau des concentrations
sériques des deux cytokines pro-inflammatoires étudiées. Concernant les cytokines anti-
inflammatoires IL-4 et IL-10, malheureusement, 1’analyse de leur concentration sérique n’a
pas été exploitable dans cette étude, en raison de valeurs bien en dessous du seuil de détection
par le kit BD™ Cytometric Bead Array. Cette absence de modifications dans les
concentrations sériques du TNF-a et de I’'TFN dans notre étude n’est pas forcément synonyme
de I’absence d’une inflammation périphérique chimio-induite. Nous pouvons envisager que la
CNA-[EPI-DO] entraine des modifications dans la balance des cytokines circulantes en
impliquant d’autres cytokines pro-inflammatoires que celles étudiées dans ce travail. D autre

part, n’ayant pas évalué la cinétique des concentrations sériques des cytokines, nous pouvons
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¢galement suggérer que I’analyse des niveaux de cytokines une semaine apres la fin de la
chimiothérapie n’ait pas permis de voir de changements dans les niveaux de cytokines

circulantes faisant suite a la CNA-[EPI-DO].

L’évaluation d’une possible infiltration de 1’encéphale par des cellules immunitaires
leucocytaires a été réalisée par immuno-marquage fluorescent de la protéine CD45, marqueur
commun des leucocytes. Le comptage du nombre de cellules CD45-positives révéle que la
CNA entraine chez les rats une augmentation conséquente de cellules CD45-positives en
doublant leur nombre. Ce travail de thése ne permet pas de savoir si cette infiltration de
cellules immunitaires au sein du SNC fait suite a une inflammation d’origine périphérique due
a la chimiothérapie, ou est une conséquence d’une toxicité par les agents antinéoplasiques
ayant pénétré le SNC a la suite d’une augmentation de la perméabilité de la BHE. La
cytotoxicité directe des agents chimiothérapiques suite a 1’altération partielle de la BHE, et les
mécanismes de neuro-inflammation se produisent trés probablement de concert. D’autant plus
qu’il est bien établi qu'un certain nombre de cytokines pro-inflammatoires ont des effets
déléteres sur les jonctions serrées, et par conséquent sur l'intégrité de la BHE. Par exemple,
I’IL-1 ou encore I’IL-6 sont des cytokines pro-inflammatoires qui agissent a la fois sur les
cellules endothéliales et sur les astrocytes, et augmentent la perméabilité de la BHE (Wang,
Jin et al. 2014), permettant ainsi la pénétration de la chimiothérapie au niveau du SNC et

entrainant une amplification de la neurotoxicité et des symptémes cognitifs.

L’hippocampe est une structure clé dans le fonctionnement de la mémoire spatiale,
notamment en raison de la neurogenese locale qui permet un renouvellement cellulaire par la
prolifération des précurseurs neuronaux (Lemaire, Tronel et al. 2012). Nous avons donc
mesuré la prolifération cellulaire dans 1’hippocampe et constaté que la CNA-[EPI-DO] induit

une diminution de 50% du nombre de cellules exprimant le marqueur Ki-67 des cellules
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prolifératives. Ces résultats suggérent que la CNA provoque une toxicité des cellules souches
impliquées dans la neurogenese hippocampique adulte qui pourrait sous-tendre les troubles

cognitifs observés.

Par ailleurs, compte tenu des anomalies de la substance blanche décrites par des études
de neuro-imagerie chez les patientes souffrant de troubles centraux chimio-induits, nous nous
sommes également intéressés aux précurseurs des oligodendrocytes (PO).

Les oligodendrocytes nouvellement générés a partir de leurs précurseurs influencent la
myélinisation dans le cerveau adulte. En effet, ils participent a la myélinisation des axones, au
remodelage de la myéline existante, et aux mécanismes de maintien et de 1’entretien de la
myéline, voire de la restauration aprés démyélinisation (Robins, Trudel et al. 2013, Monje
2018). Les lésions de la substance blanche et la perte d'oligodendrocytes sont des
caractéristiques représentatives de nombreuses maladies neurodégénératives. Dans les
conditions pathologiques des maladies du SNC, les PO, en réponse aux lésions, seraient
activés en tant que réponse compensatoire, ou les cellules PO initient leur prolifération et leur
différenciation a des fins de remyélinisation (Ohtomo et al. 2018). L’oligodendrogenése joue
également un role important dans la cognition (Monje 2018, Ohtomo, lwata et al. 2018). En
effet, la plasticité de la substance blanche a été observée par I'utilisation de la neuroimagerie
chez les humains suite a l'apprentissage d'une seconde langue, suggérant que de tels
changements structurels sont associés au bon déroulement de I'apprentissage (Schlegel et al.
2012). De plus, plusieurs etudes révelent que I'oligodendrogenese est un processus important
dans le SNC sain des rongeurs (Rivers et al. 2008, Clarke et al. 2012, Duque et al. 2012,
Zuccaro and Arlotta 2013). En effet, le bon déroulement des différents processus cognitifs
repose sur la communication efficace entre les réseaux neuronaux interconnectés au niveau de
I’encéphale. Il est connu que la gaine de myéline est critique pour la synchronisation de la

transmission de l'information entre les zones cérébrales, favorisant ainsi la capacité de ces
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réseaux a s'adapter au fil du temps (Pajevic et al. 2014, Fields 2015, Porter et al. 2018). Une
perturbation dans 1’oligodendrogénése affecte ainsi la capacité des réseaux cérébraux a
fonctionner correctement (Alizadeh et al. 2015) altérant ainsi les capacités cognitives (Porter,
Leckie et al. 2018).

Dans ce travail de thése, des analyses de double-marquage immunohistochimique du
Neural/glial antigen 2 ou NG2 (marqueur des PO) et de Ki-67 (marqueur de prolifération
cellulaire) montrent que la CNA-[EPI-DO] provoque une diminution de 35% ou 80% du
nombre de cellules NG2-Ki67 positives respectivement dans le corps calleux (CC) ou
I’hippocampe. Ces données sont en faveur d’un effet toxique de la CNA-[EPI-DO] sur les PO
et la myeélinisation dans le SNC, qui pourrait sous-tendre les déficits cognitifs observés dans

notre modéle.

L’utilisation de ce mode¢le animal nous a ensuite permis d’évaluer le potentiel et/ou
I’efficacité de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les symptomes cognitifs évoqués par
la CNA-[EPI-DO]. Différents travaux montrent que la DU exerce des effets positifs sur la
cognition, notamment chez des patients atteints de trouble dépressif majeur (Herrera-Guzman,
Herrera-Abarca et al. 2010, Greer, Sunderajan et al. 2014). Cependant, la DU n’a pas été
évaluée en préclinique ou en clinique dans le contexte du chemobrain. Nous avons alors testé
le potentiel neuroprotecteur de la DU contre les altérations centrales induites par la CNA-
[EPI-DO]. Nous avons réalisé une relation dose-réponse en utilisant différentes doses de DU,

a savoir 1, 2, 4 et 8 mg/kg/injection.

En premier lieu, nous avons observé que la DU a 8mg/kg/injection, en co-
administration avec la chimiothérapie CNA-[EPI-DO], s’avere étre délétere et mortelle pour

les rats.
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En clinique, il est connu que la DU entraine des effets secondaires fréquents, en particulier a
forte dose (120mg/jour) (Lunn, Hughes et al. 2014), qui sont responsables pour 1 patient sur 4
de l’arrét du traitement DU (Goldstein, Lu et al. 2005, Gahimer, Wernicke et al. 2007,
Skljarevski, Desaiah et al. 2009, Skljarevski, Zhang et al. 2010, Chappell, Desaiah et al. 2011,
Yang, Lin et al. 2012, Kanbayashi, Inagaki et al. 2017).

Les études précliniques évaluant les effets protecteurs de la DU dans différents modéles de
Iésions cérébrales (ischémie cérébrale, excitotoxicité par injection d’acide kainique) utilisent
des concentrations bien plus élevées que celles utilisées dans nos travaux (Choi, Park et al.
2015, Lee, Park et al. 2016, Park and Lee 2018). Dans ces études, des concentrations de 10,
20 et 40mg/kg ont été administrées, allant jusqu’a des doses cumulées de 120mg/kg (Choi,
Park et al. 2015) et de 600mg/kg (Lee, Park et al. 2016), et aucun auteur ne rapporte
d’événements indésirables notoires. Aucun effet secondaire mortel pour les animaux n’a été
notifi¢ dans d’autres études combinant la DU a des agents chimiothérapiques (bortézomib,
oxaliplatine, paclitaxel), utilisant des doses de DU entre 2,5 et 100mg/kg, ou une dose de
30mg/kg est administrée dans la majorité des cas (Ito, Tajima et al. 2012, Balayssac, Ling et
al. 2014, Yamamoto, Kawashiri et al. 2015, Di Cesare Mannelli, Maresca et al. 2017,
Toyama, Shimoyama et al. 2017). Néanmoins, il est a noter que ces travaux évaluent les effets
aigues de la DU, et concernent donc une seule injection de DU. Enfin, la toxicité de la DU sur
la viabilité de neuroblastomes humains SHY-SY5Y a été montrée pour une concentration de
20uM, correspondant a pres de 6mg/kg (Engel, de Oliveira et al. 2018).

Dans notre étude, une dose de 8mg/kg/injection correspond a une dose cumulée finale de 120
mg/kg. On peut alors suggérer que la DU a forte dose en administration chronique présente
des effets déléteres qui deviennent morbides par toxicité additive a celle de la CNA-[EPI-

DO].
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I1 est reconnu que les anthracyclines, dont 1’épirubicine, sont particuliérement cardiotoxiques
(Bonadonna et al. 1993, Morris and Hudis 2010). L’administration chronique de DU a forte
dose peut éventuellement aggraver les effets négatifs des anthracyclines. En effet,
I'nyperstimulation sérotoninergique peut entrainer une affection toxique connue sous le terme
de syndrome sérotoninergique. Ce syndrome sérotoninergique est une réaction indésirable
potentiellement mortelle, dont les symptdmes présentent plusieurs caractéristiques
neuroexcitatrices qui comprennent 1’hyperactivit¢é autonome avec la présence d’une

tachycardie (Gelener et al. 2011).

Les tests cognitifs ont montré que, pour une tache de reconnaissance spatiale difficile,
la DU a 1mg/kg ne permet pas de prévenir le déclin des performances mnésiques induit par la
CNA-[EPI-DOQ], alors que la DU a 2mg/kg est partiellement efficace. Par contre, la DU a
4mg/kg prévient complétement la diminution des performances mnésiques induite par la
CNA-[EPI-DO]. De fagon intéressante, au cours d’une tache jugée plus facile, seule la DU a
Img/kg n’est pas suffisante pour prévenir les déficits cognitifs induits par la CNA-[EPI-DO],
alors qu’a 2 et 4mg/kg les performances mnésiques restent identiques a celles observées chez
les rates contr6les. Bien que la DU permette de prévenir la toxicité CNA-[EPI-DO]-induite
des astrocytes, et ceci quelle que soit la dose utilisée, I’inefficacité de la DU a 1mg/kg dans
I’amélioration des performances cognitives pourrait en partie s’expliquer par son incapacité a
contrecarrer la toxicité des cellules prolifératives Ki-67 positives dans 1’hippocampe : on
observe une diminution de 50% du nombre de ces cellules malgré le traitement DU (1mg/kg),
alors qu’une dose de 2 ou 4 mg/kg permet une prévention complete. Nos travaux révelent
également que la DU a 2 et 4 mg/kg contrecarre efficacement la diminution du nombre de PO
prolifératifs dans le CC et I’hippocampe. Curieusement, alors qu’a Img/kg la DU prévient
efficacement cette toxicité dans le CC, cette dose n’est pas suffisante pour une prévention

totale dans I’hippocampe ou on observe une diminution de 60% du nombre de PO.
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Finalement, ces résultats suggerent également que, par rapport au corps calleux, les atteintes
de I’hippocampe sont impliquées de fagon plus importante dans les déficits cognitifs observés.

Dans ce travail de thése, alors qu’a partir de 2mg/kg/injection la DU permet de contrer
I’augmentation de cellules leucocytaires CD45 positives au sein du SNC, une dose de
Img/kg/injection n’est pas suffisante pour lutter contre ce processus. Ceci pourrait également
expliquer ’inefficacité de la DU a 1mg/kg pour prévenir la toxicité des cellules prolifératives
suite & I’administration de la CNA-[EPI-DO]. En effet, différents travaux s’accordent sur le
fait que I’activité neuroprotectrice de la DU semble étre sous-tendue par des mecanismes anti-
oxydants via I’augmentation de I’expression d’enzymes antioxydantes (Lee, Park et al. 2016)
et antagonisant ainsi la surproduction de ROS (Engel, de Oliveira et al. 2018), mais également
anti-inflammatoires, avec une diminution de [D’activation microgliale et astrocytaire
accompagnée d’une diminution des niveaux de TNF-o et d’IL-1B dans les régions
hippocampiques (Choi, Park et al. 2015, Lee, Park et al. 2016, Park and Lee 2018). Une étude
montre que 1’activation des récepteurs a la sérotonine sur les monocytes permet de diminuer
le relargage de TNF-a induit par le LPS (Durk, Panther et al. 2005). Ceci suggere que la
sérotonine est impliquée dans les processus anti-inflammatoires, et que la DU, qui augmente
les taux de sérotonine, peut exercer des effets anti-inflammatoires. Une autre étude plus
récente démontre également que I’administration de DU a 3, 10 et 30 mg/kg est liée a une
diminution du taux de TNF-a et une augmentation du taux d’IL-10 dans le sérum de souris
(Ohgi, Futamura et al. 2013), qui est connue comme étant une cytokine anti-inflammatoire
essentielle pour inhiber la production de TNF-a et d’IL-6 (de Waal Malefyt, Abrams et al.

1991).
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En conclusion, ce travail de thése a permis de générer et de caractériser pour la
premiére fois un modéle animal pertinent de troubles neurologiques périphériques et centraux
évoques par la CNA-[EPI-DO], fréquemment utilisée dans le traitement du cancer du sein. Ce
modele a été utilis€é pour révéler I’efficacité d’un traitement concomitant de duloxétine et
d’alloprégnanolone (DUAP) contre les symptoémes périphériques. Nos travaux montrent
également que la DU exerce une action efficace contre les déficits cognitifs évoqués par la
CNA-[EPI-DO] chez I’animal, mais les doses efficaces, bien que modérées, restent encore

susceptibles de provoquer une toxicité a long terme.

Traitements
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* Processus inflammatoire * Toxicité cellules prolifératives (2 et 4 mg/kg)

* Toxicité astrocytaire

* Augmentation perméabilité BHE

Figure 54 : Conceptualisation des principaux résultats obtenus

L’élaboration et la caractérisation d’un modéle murin (rates Sprague Dawley ou SD) de troubles
neurologiques induits par la CNA-[EPI-DO] a permis de mettre en évidence des effets bénéfiques de
la combinaison concomitante de duloxétine (DU) et d’alloprégnanolone (AP) (stratégie combinatoire
DUAP) contre la NP-CNA, et ceux de différentes doses de DU pour prévenir 'apparition des atteintes

centrales.
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L’ensemble de ces données expérimentales ouvrent des perspectives prometteuses a
explorer pour le développement de stratégies efficaces contre les altérations
neurophysiologiques peériphériques et centrales évoquées par la CNA. En particulier, nous

envisageons dans nos perspectives de poursuivre sur deux principaux axes :

(1) Le premier axe concerne 1’élucidation plus approfondie des mécanismes impliqués

dans I’induction des effets de la CNA. Pour offrir de meilleures possibilités dans la mise en
place de nouvelles stratégies thérapeutiques mieux adaptées et ciblées, la compréhension des
mécanismes impliqués dans la pathogenese, en particulier au niveau central, est indispensable.
Pour mieux comprendre les mécanismes, un des premiers points abordés sera I’étude plus
détaillée des altérations de la BHE induites par la CNA. L’évaluation du niveau d’expression
de certaines protéines des jonctions serrées, telles que la ZO-1 ou la claudine-5, permettra de
mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent I’augmentation du passage paracellulaire
de la BHE induite par la CNA-[EPI-DO]. Le passage transcellulaire des agents
antinéoplasiques a travers la BHE est également extrémement controlé, et constitue un
obstacle important empéchant I'entrée des agents chimiothérapiques dans le SNC (Fellner,
Bauer et al. 2002). En effet, les cellules endothéliales constituant la BHE expriment des
pompes d’efflux transcellulaire appartenant a la famille des transporteurs ATP-Binding
Cassette (ABC transporteurs). Ces transporteurs, dont la glycoprotéine P (P-gp), aussi connus
sous le nom de MDR1, permettent le reflux vers la lumiére du capillaire des agents
chimiothérapeutiques, les empéchant ainsi d’atteindre le SNC (Schinkel 1999, Fellner, Bauer
et al. 2002). Cette voie de passage n’a pas été évaluée dans nos travaux, et a notre
connaissance aucune étude préclinique n’évalue 1’expression des transporteurs P-gp Sous
I’influence de la chimiothérapie. Il s’agira donc d’étudier si les niveaux d’expression de ce
transporteur constituant un frein important d’entrée dans le SNC sont altérés par la CNA-

[EPI-DO].
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Nous avons egalement effectué des études préliminaires sur une neuro-inflammation
CNA-[EPI-DOJ-induite. Il s’agira par la suite d’effectuer une évaluation cinétique des
concentrations seriques de cytokines pro- et anti-inflammatoires pour mieux étudier
I’hypothése de I’inflammation périphérique induite par la chimiothérapie. Ce travail de thése
révele également une augmentation de cellules leucocytaires au sein du SNC sous 1’effet de la
CNA-[EPI-DO] ; I’identification des cellules immunitaires infiltrantes sera effectuée par
differents marquages spécifiques des différents types de cellules immunitaires (microglie,
lymphocyte, macrophage...).

Enfin, nous avons observé une toxicité des cellules PO par la chimiothérapie, mais
nous n’avons pas évalué la possible toxicité¢ des cellules matures myélinisantes. Nous
envisageons de poursuivre 1’étude de la toxicité cellulaire par une analyse de la myéline et des

cellules oligodendrocytaires du SNC.

(il) Le deuxiéme axe de nos perspectives s’intéressera davantage a 1’évaluation de

I’efficacité de nouvelles solutions thérapeutiques en mettant a profit les données que nous
obtiendrons a partir de nos travaux visant I’¢lucidation plus approfondie des mécanismes
impliqués dans la neurotoxicité (périphérique et centrale) évoquée par la CNA-[EPI-DO]. A
I’appui des résultats déja obtenus, nous commencerons par une évaluation de I’efficacité du
composé BR297 (seul ou combiné avec la DU) a prévenir ou a contrecarrer les symptémes
neurologiques induits par la CNA-[EPI-DO]. Le BR297 est I’'un des quatre nouveaux
analogues de I’AP brevetés par les chercheurs de notre Laboratoire (brevet numéro WO
2012127176 Al et US 2014/0058079 A1l). Contrairement a I’AP et a ses analogues BR053
(12-Oxo-€épi-AP), BR338 (12-Ox0-AP) et BR351 (O-allyl-AP), le BR297 (O-allyl-épi-AP)
n’induit aucune action prolifératrice dans de nombreux modeles cellulaires testés alors qu’il

exerce un puissant effet neuroprotecteur contre la mort cellulaire provoquée par le stress
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oxydant (Meyer, Patte-Mensah et al. 2010, Karout, Miesch et al. 2016, Taleb, Patte-Mensah et
al. 2018). Nos travaux ultérieurs permettront donc de Vvérifier si le BR297 serait capable de
prévenir/contrecarrer sélectivement la neurotoxicité et les symptémes induits par CNA-[EPI-
DO] sans provoquer de prolifération cellulaire qui est une contre-indication majeure chez les
patients cancéreux. Ces travaux permettront de sécuriser encore davantage les pistes
thérapeutiques explorées dans notre modéle animal pour ensuite envisager sereinement la
translation de nos données positives/prometteuses en clinique humaine grace a
I’accompagnement des neurologues du centre d’investigation clinique de Strasbourg qui sont

également membres de notre Unité de Recherche.
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Abstract

Neoadjuvant chemotherapy (NAC) is a standard beneficial treatment against breast cancer.
Unfortunately, NAC toxicity causes painful chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN)
which decreases patients' quality of life and jeopardizes the treatment success. Development of
effective therapy against painful CIPN remains a crucial need because current treatments are
unsatisfactory. While animal models have previously been produced to investigate new strategies
against CIPN, neuropathic pain evoked by the frequently used NAC-protocol involving sequentially
epirubicin (EPI) and docetaxel (DO) has never been modeled. Moreover, duloxetine (DU), a
serotonin-noradrenalin reuptake inhibitor has optimistically been recommended for painful CIPN
treatment but DU exhibits controversial efficacy and adverse effects requiring its discontinuation in
some patients. Here, we first used a multidisciplinary approach to generate a rat model of (EPI+DO)-
NAC-induced painful CIPN. Using this model, we investigated the possibility to optimize the efficacy
of DU treatment against painful CIPN. We tested a combination of low doses of DU (2mg/kg/2days)
and allopregnanolone (AP, 4mg/kg/2days), a promising neuroprotector, and observed that this
concomitant therapy (DUAP) was more effective than separate administrations of DU or AP to
prevent  (EPI+DO)-NAC-induced cold allodynia, = mechanical  allodynia/hyperalgesia,
electrophysiological and histological alterations of peripheral nerves. Interestingly, we found that
DUAP or AP, but not DU, also prevented (EPI+DO)-NAC-induced Schwann cell dedifferentiation and
related macrophage (CD11b/c-positive cells) infiltration in sciatic nerves. Altogether, our results
suggest that DU and AP (or AP analogs) concomitant treatment may represent a promising therapeutic
option to counteract efficiently painful CIPN or (EPI+DO)-NAC-evoked peripheral nerve tissue

damages and dysfunctions.
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Introduction

Neoadjuvant chemotherapy (NAC) is widely used standard treatment for locally advanced breast
cancer at inoperable stages [8; 37; 68; 72]. By inducing a net tumor shrinking, NAC offers attractive
benefits as it increases the rate of breast-conserving surgery and improves surgical resection [8; 61; 68;
76]. Introducing taxanes, a microtubule stabilizing agents that block cell cycle [49], in NAC treatment
significantly increased disease free and survival rate [1; 22] than the topoisomerase Il inhibitors
anthracyclines alone [63]. This leads the most described NAC setting using sequentially epirubicin
(EPI) and docetaxel (DO) among the most beneficial protocols in breast cancer treatments [18].
Unfortunately, taxane toxicity (even the less toxic DO) is associated with numerous deleterious side
effects including neurotoxic effects that cause the well known chemotherapy-induced peripheral
neuropathy (CIPN), a generic disease covering a variety of common and/or specific sensorimotor
symptoms depending on the neurotoxic mechanisms evoked by various chemotherapeutic drugs. The
severity of CIPN, predominantly related to sensory alterations characterized by neuropathic pain and
paresthesias, is cumulative dose-dependent and may chronically persist for several years after
withdrawal of the anti-tumor treatment [14]. DO neurotoxicity induces CIPN in about 65 % of
patients, 30% of whom are chronically affected [13; 60; 70], and this situation usually requires a dose-
reduction or early discontinuation of the chemotherapeutic treatment [14; 23]. In the sequential
(EP1+DO)-NAC used for breast cancer treatment [21; 37], DO-evoked toxicity may be worsened by
an additional EPI-related neurotoxicity and this may considerably affect for the long-term patients'
quality of life since neuroprotective drugs to prevent efficiently painful CIPN are still missing
although many attempts have been made with various compounds that are not fully satisfactory but
induce themselves several adverse effects [9; 53].

The currently available drugs for CIPN treatment are tricyclic antidepressants, gabapentinoids and
serotonin-noradrenalin reuptake inhibitors [3; 23; 32]. Duloxetine (DU) a serotonin-noradrenalin
reuptake inhibitor antidepressant having some beneficial effects in diabetic neuropathic pain is
currently recommended for CIPN treatment [5; 52]. However, DU doses (30 mg/day for one week
followed by 60 mg/day for 4 weeks), supposed to be well tolerated, only partially reduce painful CIPN

and about 20 % of patients generally discontinue DU before the end of treatment because of adverse
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effects [23; 38; 64; 77]. Increasing DU doses did not enhance its efficacy against CIPN [38] but rather
increased the rate and severity of its side-effects [24; 38; 57]. Therefore, to improve DU efficacy
against painful CIPN without increasing its adverse effects, we hypothesized that the combination of
active low doses of DU with the natural neurosteroid allopregnanolone (AP), which induces
neuroprotection in human and various experimental models with no toxicity, may represent an
interesting option [7; 25; 42-46; 55; 56; 59; 66]. In support of this idea, previous studies revealed that
AP exerted beneficial effects against vincristine, paclitaxel and oxaliplatin-induced peripheral
neuropathy in rats [44-46; 56; 66]. Taken together, these data suggest that AP and DU may
concomitantly exert potent protective effects against (EP1+DO)-NAC-induced neuropathic pain. To
test our hypothesis, we first generated and characterized behaviorally, electrophysiologically and
histopathologically a rat model of sequential (EP1+DO)-NAC-induced painful CIPN, because to our
knowledge this model was not previously described. Using this new model, we investigated and
compared the efficacy of DU (2mg/kg/2days) alone, AP (4mg/kg/2days) alone and concomitant DU
and AP treatment (DUAP) to prevent (EPI+DO)-NAC-induced painful CIPN symptoms, including
cold allodynia, mechanical allodynia/hyperalgesia, peripheral nerve tissue damages and abnormalities

of nerve action potential and conduction velocity.

Materials and methods

Animals

Adult female Sprague-Dawley rats weighting 175-200 g were used. Animals were obtained from a
commercial source (Janvier, Le Genest St Isle, France) and housed under standard laboratory
conditions in a 12/12 h light/dark cycle with food and water ad libitum. Animals were allowed a one

week acclimatization period before experiments.

Ethic statement

Animal care and manipulations were performed according to The European Community Council
Directives (86/609/EC) and under the supervision of authorized investigators. All experiments were

performed minimizing the number of animals used and their suffering in accordance with the Alsace
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Department of Veterinary Public Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(Agreement number 67-186). The experiments also followed the International Association for the

Study of Pain ethical guidelines.

Drugs
Epirubicin Hydrochloride (EPI; Carbosynth Limited, UK) was dissolved in saline 30 minutes at 30°C,

stored at 4°C and protected from light. Saline was used as vehicle (veh).

Docetaxel (DO; Carbosynth Limited, UK) was dissolved in a mixture of ethanol-Tween80 (v/v:
50/50%) at a concentration of 20 mg/mL. Just before injection, this mixture was diluted at 2 mg/mL
with a 5% glucose containing water solution (v/v/v: 5/5/90%). Control rats were injected with the
vehicle used for DO ‘ethanol-Tween80-5% glucose in water’ (v/v/v: 5/5/90%).

Duloxetine and allopregnanolone (DU and AP respectively; Carbosynth Limited, UK) were diluted in
hydroxypropylcellulose or HPC 0.3% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) in water, that was used as

vehicle (veh).

Animal treatment

Before the onset of treatment at day 0 (DO) the basal mechanical and cold thermal sensitivities of the
animals were assessed and groups of homogeneous sensitivity were constituted. Five groups of six
animals were treated as follow: vehicle-vehicle group (veh-veh), (EPI1+DO)-NAC+vehicle-treated or
chemo-vehicle group (c-veh), (EPI+DO)-NAC+DU-treated or chemo-Duloxetine group (c-DU),
(EP1+DO)-NAC+allopregnanolone-treated or chemo-allopregnanolone group (c-AP) and EPI+DO)-
NAC+Duloxetine+AP-treated or chemo-Duloxetine+AP group (c-DUAP). Behavioral tests were
performed before the injections, at D21, D28 and D34, to follow the evolution of mechanical and cold
thermal sensitivities.

Preventive treatment with DU, AP or DUAP started one week prior to chemotherapy, initiated
immediately after the first basal nociceptive tests and lasted up to the end of the chemotherapy period.
So, animals were intraperitoneally (i.p) injected every-2 days during 4 weeks, with 2 mg/kg/injection
and/or 4 mg/kg/injection for DU and AP respectively. Treatments were therefore performed at DO, D2,

D4, D6, D8, D10, D12, D14, D16, D18, D20, D22, D24, D26 and D28. Thus, animals received a
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cumulative dose of 30 mg/kg and/or 60 mg/kg of DU and AP respectively. Control rats were injected

with the vehicle (1 mL/kg) according to a similar schedule.

Chemotherapy was administered during 3 weeks starting at D7. Thus, animals were sequentially dosed
with EPI (1 mg/kg/injection) and DO (2 mg/kg/injection) by i.p. route every-2 days during the first
and two following weeks of the chemotherapy period respectively. EPI was therefore given at D7, D9,
D11 and D13 and DO at D14, D16, D18, D20, D22, D24, D26, and D28. Thus, the animals received a
sequential cumulative dose of 4 mg/kg and 16 mg/kg of EPI and DO respectively. Control rats were

injected with the vehicle (1 mL/kg) according to a similar schedule.

Nociceptive behavioral tests
Nociceptive tests were done as previously described [45]. Briefly, mechanical allodynia and
hyperalgesia were assessed using the von Frey filaments (Stoelting, Wood Dale, IL) and cold

allodynia by the acetone test.

The mechanical nociceptive sensitivity was measured in individual rats placed in a setup allowing
access to the plantar surface of the hind paws consisting of Plexiglas® bottomless boxes upon an
elevated metal grid. Calibrated von Frey hairs of 4, 15 or 26 g were applied to the plantar surface of
the hind paw with increasing pressure until the filament bends. The tested filament was applied for a
period of 1-2 s and the procedure was repeated five times at 4-5 s intervals. A response was considered
as positive only if we observe a robust and immediate withdrawal followed by a licking of the paw.
Thus, for each von Frey hair, the number of withdrawals was noted and the percentage of response
calculated. Veh-veh rats had no response to the 4 g stimulus but responded up to 15to 20% or
35 t0 40% to the 15 or 26 g stimulus respectively. Therefore, animals responding to a 4 g stimulus
developed a mechanical allodynia symptom. Increased level of responses to 15 or 26 g is indicative of

mechanical-hyperalgesia.

For cold thermal nociceptive sensitivity, rats were placed on the same setup allowing access to the
plantar surface of the hind paw described above. Using a Hamilton syringe provided with a catheter, a

drop of fifty microliters of acetone (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) was sprayed onto the plantar skin
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of each hind paw. Rats were observed during a period with a cut off time of 20 s after the onset of the
acetone spray. The latency is measured for each typical positive response that is a withdrawal followed
by a licking of the hind paw. Control rats did not exhibit any response to the stimulus during the
observation period or occasionally responded with a small withdrawal taking place lately without
licking the hind paw. In contrast, neuropathic animals responded during the observation period with an
intense withdrawal followed by a licking of the hind paw. A mean latency per animal was calculated

on the basis of six separate measures (three per paw) at a given time point.
Between each test session the testing boxes were thoroughly cleaned using 70% ethanol.

Electrophysiological studies

Sciatic nerve action potential (NAP) recording was performed as previously described [44]. Briefly,
sciatic nerves were rapidly dissected from decapitated rats under urethane anesthesia (25%, 0.5
ml/100g) and immerged in saline medium (NaCl 133, KCI 2, CaCl2 1, MgCI2 2, HEPES 10 and
glucose 10 pH 7.4) 5 min before recording. The sciatic nerve was then put on chlorinated silver
electrodes (homemade electrodes holder chamber). Square-shaped stimulating pulses of 0.1 ms
duration generated by Clampex routine of the Pclamp software package (Axon Instruments, CA, USA)
were applied to the distal end of the nerve through a Digidata 1322A interface (Axon Instruments, CA,
USA). NAPs were recorded at the proximal end of the nerve (Ax =24 mm distance from the
stimulating active electrode) using an ISO-DAMS8A differential amplifier (Word Precision
Instruments, UK). The signal was filtered with a bandwidth of 10 to 10,000 Hz and digitized at 500
kHz. Artifact of stimulation was obtained in isolation using a double pulse protocol and subtracted
from recorded NAPs before analysis with Pclamp software. Nerve conduction velocity (CV) was
calculated using the latency between the beginning of stimulus artifact and the NAP onset (At)

according to the equations:

CV =Ax/At
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Immunohistochemical studies

For immunohistochemical studies the sciatic nerves were rapidly dissected and post-fixed in 4 %
paraformaldehyde for 24 h. The tissues were immersed in 15 % sucrose containing phosphate buffer
(PB) for 24 h and for another 24 h into 30 % sucrose PB. Sciatic nerves were then placed in
embedding medium (OCT, Tissue-Tek, Reichert-Jung, Nussloch, Germany) and frozen at -80°C.
Sagittal or longitudinal sections (10-pm thick) were cut using a cryostat CM 1950 (Leica biosystems,
Nanterre, France) and mounted on glass slides superfrost plus (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Tissue sections were pre-incubated for 2 hours with 5 % normal goat serum
(NGS) in PB used as blocking solution, before incubation overnight at 4°C with a mouse monoclonal
antibody against neurofilament 200 (NF200; Clone N52; Sigma-Aldrich, St Louis, MQO), a mouse
monoclonal antibody against CD11b/c (Abcam, Paris, France) or a rabbit polyclonal antibody against
glial fibrillary acidic protein (GFAP; Abcam, Paris, France) diluted at 1:250, 1:750 and 1:1000
respectively in 5%-NGS. The procedure was followed by rinsing all tissue sections 3 times in PB (10
min/rinse) and transferring them for 1 hour into Alexa-488-conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit
(Abcam, Paris, France) diluted at 1:500 and 1:1000 respectively in blocking solution. Finally, tissue
sections were rinsed 3 times in PB (5min/rinse) and mounted in Glycerol mounting medium with 4',6-

diamidino-2-phénylindole (DAPI) and DABCO (Abcam, Paris, France).

Preparations were examined under a multichannel laser-scanning microscope (Olympus DP73,
Hambourg, Allemagne). Using Imagel software, the mean gray value of NF200 and GFAP
immunoreactivity was determined in several counting squares, DAPI stained nuclei and CD11b/c
positive cells were counted on longitudinal sections of sciatic nerves isolated from each experimental

group. Results were expressed as percent of control (+ SEM) and as number of cell/mm2 (+ SEM).

Western blotting studies

Sciatic nerves for western blot were immediately frozen at -80°C in dry ice. For protein extraction,
EDTA/HEPES lysis buffer supplemented with protease inhibitors (complete ULTRA Tablets EDTA-
free; Roche, Béle, Suisse) was used, and protein lysates were cleared by centrifugation at 10000 x g.

Protein extract (20 g per lane) were separated by electrophoresis on a 4-20 % precast polyacrylamide
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gel (mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ gels, Bio-Rad) and transferred onto a PVDF membrane in
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Membranes were blocked and subsequently
incubated overnight at 4°C with primary antibodies against neurofilament NF200, or a-tubulin
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Chemiluminescent detection was performed with secondary
antibodies mouse-1gG-H.R.P (Abliance, Compiégne, France) using Clarity™ Western ECL Substrate
(Bio-Rad) in a Bio-Rad ChemiDoc MP Imaging System. Normalized NF200 signal to reference
protein were analyzed using Image Lab™ Software. Results were expressed as percent of control (+

SEM).

Statistical analyses

ANOVAs, Multiple T-test and unpaired T-test were used. Data were analyzed with Prism 6 (GraphPad

software). Statistical significance was considered as usual at p < 0.05.

Results

Effects of (EP1+DO)-NAC on mechanical and cold thermal sensitivities

Mechanical sensitivity of the animals was assessed by using von Frey hairs test. The sensitivity level
of the animals was quantified by calculating the percentage of paw withdrawal in response to repeated
stimulations by von Frey filaments.

Before the onset of treatment, the animals had no response to a 4 g von Frey filament stimulation. For
15 and 26 g von Frey filament stimulations, the observed responses were 20 £ 12 and 37 +11 %
respectively. For animals receiving the vehicle (veh-veh group), the rate of withdrawal responses
remained unchanged all along the treatment period (Figure 1A-C). In contrast, from D21 i.e two
weeks after the onset of (EPI+DO)-NAC-treatment, chemo-treated rats (c-veh group) responded to a 4
g von Frey hair with a significantly higher frequency (from 0 % before chemotherapy treatment to

18 + 7 %; p < 0.05), that reached a mean maximal plateau value of 28 + 10 % (p < 0.05) from D28 to
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the end of the experiment (Figure 1A). This increased paw withdrawal frequency reflects the
installation of mechanical allodynia in c-veh animals. We also observed a mechanical hyperalgesia by
using stronger von Frey filaments of 15 and 26 g. Indeed, (EPI+DO)-NAC-treated or c-veh animals
responded increasingly to the 15 and 26 g hairs from 21.6 and 38.3 to 47 £ 10 and 68 + 5 % (p<0.05
compared to veh-veh) at DO and D34 respectively (Figure 1B & 1C).

Altogether, these results show that (EPI1+DO-NAC treatment induced mechanical allodynia and
hyperalgesia, which started two weeks after the onset of the chemotherapy and persisted at least 1
week after its end.

(EP+DO)-NAC-treatment also induced cold thermal allodynia that was assessed here by the acetone
test. At DO, before NAC onset, no paw withdrawal response to acetone spray was seen before the
cutoff time of 20s, and this remained unchanged all along the experiment in control animals
indicating that acetone spray is normally not noxious for the rats. In contrast, c-veh animals responded
to acetone spray from D21 to the end of the experiment with decreasing withdrawal latency from
17.7+0.8s at D21 to a mean value of 129+ 14s at D28. The latter value being significantly

different when compared to that seen with the veh-veh group (19.9 + 0.1 s; p<0.05) (Figure 1D).

(EP1+DO)-NAC-induced alterations of sciatic nerve action potential

Nerve action potential (NAP) parameters and conduction alterations are generally associated to CIPN.
NAP maximal amplitude and conduction velocity (CV) parameters were analyzed in this study. Both
parameters were affected by (EPI+DO)-NAC-treatment leading to a sharp decrease of the maximal
NAP peak amplitude (Figure 2A) and a modest reduction of CV (Figure 2B). Overall mean values of
4.0+0.6 and 2.1 + 0.3 mV and 45.6 + 0.6 and 37.6 = 0.9 m/s were obtained for veh-veh and c-veh rats

(p<0.005 and p<0.0001) corresponding to a reduction of 47.5 and 17.5 % respectively.

NF200 protein level in sciatic nerve fibers is decreased by (EPI1+DO)-NAC treatment

NAP peak amplitude is directly linked to the number of functionally recrutable fibers. Thus, reduction
of the maximal NAP peak amplitude suggests a decrease in the number of functional nerve fibers

induced by a possible axonopathy.
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To determine whether (EP1+DO)-NAC-treatment alters the structural organization of peripheral axons,
we used immunohistochemical procedure to evaluate the expression level of the neuronal cytoskeleton
protein neurofilament 200 kD (NF200) in sciatic nerve axons. As expected, our results show that the
chemo-treatment strongly decreased NF200-immunostaining in sciatic nerve axons (Figure 3A) as
compared to control. Quantitative analysis using Image-J software, of the mean fluorescence intensity
revealed a 60 % decrease of NF200-immunostaining in sciatic nerve dissected from c-veh animals
compared to controls (p<0.005) (Figure 3B). This result was confirmed by western blot analysis
which revealed a decrease of about 55 % of NF200 in the protein extract from sciatic nerves of

(EP1+DO)-NAC-treated rats compared to vehicle group (p<0.005) (Figure 3C & 3D).

Protective effects of DU, AP and DUAP against (EPI+DO)-NAC-induced neuropathic
pain symptoms

Because in clinical practice DU exhibits some partial beneficial effects against CIPN, and given the
fact that CIPN generally results from complex neurotoxic mechanisms that are both anticancer drug-
and cumulative dose-dependent, it makes sense that DU may target and prevent only certain aspects of
this multiparametric phenomenon. Thus, our idea to combine DU treatment with AP, which exerts
neuroprotective effects through a broad spectrum of mechanisms of action [7; 25; 42-46; 55; 56; 59;
66], raised the expectation to tackle all or most components of (EP1+DO)-NAC-induced painful CIPN.
Previous clinical trials and studies performed by the manufacturers of DU and various other groups
showed that doses of 60 mg and 120 mg daily are effective for treating pain in diabetic peripheral
neuropathy and CIPN but lower daily doses are not [23; 38; 64; 77]. Daily active doses of DU (60-120
mg/daily) generally used in adult humans for a minimum of 35 days (5 weeks) correspond to a dose
regimen ranging from 1 to 2 mg/kg/day. To secure our experiments and avoid potential toxicity
evoked by cumulative DU doses, we decided to administer DU in rat every 2 days at 2mg/kg (which
actually corresponds to 1 mg/kg/day) but only for 14 days. Regarding AP, while previous studies have
shown that doses up to 30 mg/kg/day of this natural neurosteroid are not toxic, we chose to use the
very low dose of 4 mg/kg/2days that appeared highly effective to prevent/suppress vincristine- and

oxaliplatin-induced painful CIPN [38; 44; 46; 64]. Therefore, in the present study, DU (2
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mg/kg/2days) and AP (4 mg/kg/2days) were given separately or concomitantly and each animal group

received a total of 14 injections.

Mechanical allodynia

While all animals treated with chemotherapy developed a mechanical allodynia, c-DUAP-, c-DU- or
c-AP-treated rats had a significant decrease in paw withdrawal response to 4 g von Frey filament
compared to the c-veh group at D34 (3 +2 % (p<0.001), 12 £ 3 % (p<0.05) and 7 =7 % (p<0.005)
respectively compared to 28 + 9 % obtained for c-veh animals (Figure 4A).

The distribution of symptom severity (Table 1A) shows that 67 % and 83 % of c-DUAP- and c-AP-
treated animals did not develop mechanical allodynia. DUAP and AP treatments prevented efficiently
its occurrence. In contrast, only 17 % of c-DU animals did not develop mechanical allodynia, whereas
the rest of the animals (83 %) had only a reduction in symptom severity (Table 1A). Thus, DU

treatment prevented only partially the (EP1+DO)-NAC-induced mechanical allodynia.

Mechanical hyperalgesia

On average, paw withdrawal responses to 26 g von Frey filament obtained for c-DU- and c-AP-treated
rats (58 £ 12 and 52 + 7 % respectively) were not significantly different compared to c-veh group (68
+ 5 %) (Figure 4B). However, analysis of symptom severity distribution (Table 1B) revealed here
again a decreased symptom severity obtained with DU and AP. Indeed, while 66 % of c-veh rats had a
grade 3, only 17 % of c-DU and none of c-AP-treated animals developed such a hyperalgesia severity.
In addition, 33 % of c-DU- and 17 % AP-treated rats did not develop the symptom while all the c-veh
animals had at least a grade 1 hyperalgesia. Thus, DU and AP treatment partially prevented
chemotherapy-induced mechanical hyperalgesia but overall decreased its severity. In contrast, DUAP
combination reduced significantly the paw withdrawal response (28 £+ 5 %) compared to c-veh group

(p<0.005), and fully prevented NAC-evoked hyperalgesia in all animals (Figure 4B and Table 1B).
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Cold thermal allodynia

Here again, DU- and AP-treatment did not prevent (EP1+DO)-NAC-induced cold thermal allodynia
and paw withdrawal latencies in response to the acetone spray, had mean values of 15.5 + 1.1 and 15.0
+ 0.7 s respectively, that are not statistically different to that obtained for the c-veh group (12.9 £
1.4 s) (Figure 4C). However, DU an AP treatment reduced overall symptom severity as compared to
c-veh rats (Table 1C). Interestingly, the DUAP combination fully prevented the development of the
symptom and a mean latency of 17.7 + 1.0 s was obtained, a value close to that seen in the veh-veh
group (19.9 £ 0.1 s) (Figure 4C and Table 1C).

In conclusion, DU and AP prophylactic treatments revealed only a partial efficacy against (EPI+DO)-
NAC-induced sensory alterations while DUAP combination prevented in all rats the occurrence of
neuropathic symptom severity higher than grade 1. Thus, DUAP treatment efficiently prevented the

onset of (EPI+DO)-NAC-induced painful CIPN.

Protection of DU, AP and DUAP treatment against (EP1+DO)-NAC-induced alterations
of sciatic nerve action potential

(EP1+DO)-NAC-induced NAP peak amplitude reduction was partially prevented by DU or AP
treatment, albeit the data are not statistically different neither from those of c-veh group nor from the
veh-veh group (Figure 5A). In contrast, DUAP concomitant treatment fully prevented this (EPI+DO)-
NAC-induced NAP alteration and a mean value of 93 + 15 % of control was obtained as compared to
the control value of 100 + 14 % of control (Figure 5A).

All treatments (DU, AP and DUAP) protected against (EP1+DO)-NAC-induced conduction velocity
alteration and mean values of 95+ 4, 94+ 3 and 95+ 1% of control were obtained respectively,
which are similar to the veh-veh group (100 £ 1 % of control) and statistically different from that
obtained for the c-veh group (82 + 2 % of control) (Figure 5B).

DU, AP and DUAP protection against (EP1+DO)-NAC-induced decrease of NF200
protein level

Animals treated with DUAP combination (c-DUAP group), DU (c-DU group) or AP (c-AP group) had

an NF200 immunoreactivity in sciatic nerve of 88 +5, 86 £ 5 and 97 £ 12 % of control respectively,
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that are statistically different from the c-veh group value (41 + 12 %; p<0.05) (Figure 6A & 6B).
Similarly, western blot analysis of NF200 protein (Figure 6C & 6D) revealed a protein level
comparable to control (veh-veh group) with relative to control mean values of about 97 + 22, 99 + 14
and 99 * 26 % respectively, which are statistically different from the c-veh animals (45 9 %;

p<0.05).

(EP1+DO)-NAC-evoked increased density of cell nuclei, CD11b/c positive cells and
GFAP immunoreactivity in sciatic nerves: inhibitory effect of AP and DUAP but not DU
treatment

The behavioral, functional and biochemical results described above revealed the occurrence of
differences between the effects of concomitant DUAP and those of AP or DU alone. While all these
treatments prevented (EPI+DO)-NAC-evoked cytoskeleton alteration in sciatic nerve axons, only the
combination DUAP fully protected against CIPN symptoms. These results suggest that the combined
therapy DUAP is able to tackle a broad spectrum of mechanisms that may not be targeted only by DU
or AP alone. Interestingly, emerging evidence indicate that pro-inflammatory cytokines could also be
implicated in the pathogenesis of peripheral neuropathy through promoting macrophage infiltration
and neuro-inflammation [69; 74]. To assess the possible involvement of macrophage infiltration in
sciatic nerve, we first evaluated the DAPI stained cell nuclei density (Figure 7A-F). Data show an
increased number of nuclei for c-veh and c-DU groups (137.9 £ 6.3 % and 132 + 6.7 % of control
group respectively; p<0.005). In contrast, c-DUAP- and c-AP-treated rats had no significant difference
with the control group (102.6 + 5.3 % and 107.5 £ 5.6 % of veh-veh group respectively). This result
suggests a cellular infiltration in sciatic nerves induced by (EPI+DO)-NAC-treatment that was
confirmed by the macrophage marker CD11b/c immunostaining revealing more than 5-fold (284 + 8
as compared to control 52 £ 19 cells/mm?) increase of positive cells in sciatic nerves (Figure 8A-G).
This significantly increased number of CD11b/c positive cells was efficiently prevented by AP and
DUAP but not by DU treatments (86 + 24, 49 £ 6 and 205 + 14 cells/mma2 respectively). Moreover,
macrophage infiltration/activation has been demonstrated to be induced by Schwann cell

dedifferentiation that may result from a pro-inflammatory state evoked by chemotherapeutic
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treatments [12; 28; 33; 69; 74]. We observed that c-veh group and DU-treated rats (c-DU group) had
an increased glial fibrillary acid protein (GFAP) immunoreactivity in sciatic nerves compared to veh-
veh group (164 + 18, 130 £ 21 and 100 = 10 mean gray value expressed in percentage of control
respectively) (Figure 9A-F). In contrast, c-DUAP (84 + 6 %) and c-AP-treated rats (81 + 8 %) showed

no statistical difference with the control group (Figure 9A-F).

Discussion

In the present study, we produced and characterized for the first time an experimental rat model of
painful CIPN evoked by the sequential (EPI+DO)-NAC treatment frequently used against breast
cancer [15; 17; 21; 31; 37; 70]. By using a 3 weeks NAC treatment schedule (one week EPI at
Img/kg/2d follow by 2 weeks DO at 2mg/kg/2d), we reproduced in rats neuropathic pain with
symptoms similar to those observed in human clinical practice [58; 65]. Indeed, after treatment with
(EPI+DO)-NAC, the rats developed sensory abnormalities such as mechanical allodynia and
hyperalgesia, and cold thermal allodynia. Clinically, objective neurophysiological assessment of CIPN
involves nerve conduction studies which provide valuable information about the extent of axonal
dysfunction in patients with CIPN [54]. The reduction of nerve action potential (NAP) maximal
amplitude is a common finding in patients with NAC-induced CIPN, confirming the development of
an axonal aspect of the neuropathy [54]. In the present work, we observed NAP conduction alterations
in (EPI+DO)-NAC-treated rats, leading to a sharp (more than 50 %) decrease of the NAP maximal
amplitude and a modest (20 %) reduction of the conduction velocity. In addition, these neuropathy-
associated neurological symptoms are correlated to a decreased expression of the specific neuronal
marker neurofilament 200 Kd in sciatic nerves. Taken together, our results show that (EPI-DO)-NAC
treatment induced in rats an axonopathy which mimics the one observed in patients [6; 11] and is
characterized by a functional axonal loss in peripheral nerves. This reliable rat model was extremely
useful to assess and compare the efficacy of DU, AP and concomitant DUAP on various behavioral,
electrophysiological, immunohistochemical and molecular parameters altered by (EP1+DO)-NAC. To

date, a National Cancer Institute-sponsored study, evaluating the use of DU as a treatment for
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established CIPN, has provided clearly positive results [62; 64]. But in a subset analysis, the beneficial
effect of DU was modest and appeared to be more prominent in oxaliplatin-induced neuropathy
compared to taxane [39; 64]. In line with this subset analysis, the present work also shows only a
partial and modest protective effect of DU which decreased only the severity of (EPI+DO)-NAC-
induced neuropathic pain symptoms.

AP was more effective than DU although AP also exerted only partial beneficial protective effects in
the rat model of (EPI+DO) NAC-painful CIPN. This observation reveals that AP does not have the
same efficacy against all subtypes of CIPN. Indeed, while previous studies from our laboratory
demonstrated that AP (4mg/kg/2days) was able to completely suppress oxaliplatin- and vincristine-
induced sensory and motor symptoms [44; 45; 66], the present report shows only partial beneficial
effects of AP against (EPI+DO)-NAC-induced painful CIPN. Beyond the fact that neurotoxic
mechanisms involved in CIPN are anticancer drug- and cumulative dose-dependent [2; 20; 29; 65], it
is important to recall that, while in the present work female rats were utilized to produce the model of
breast cancer treatment (EPI+DO)-NAC-induced painful CIPN, previous studies of AP actions against
oxalaplitain and vincristine-evoked CIPN have used male rats. Therefore, it appears that AP efficacy
against CIPN may depend on both gender differences and on the specificity of anticancer drug-evoked
neurotoxic mechanisms. In support of this idea, significant sex-related differences have been
evidenced in the development and recovery from neuropathic pain in mice, and the regenerative
process subsequent to the injury was faster in males than in females [71]. Another study from Deleo
and Rutkowski showed that the mechanical allodynia was significantly greater in female Sprague-
Dawley rats as compared with males following a spinal nerve transection [10].

The present study also shows macrophage (CD11b/c positive cells) infiltration of the sciatic nerves
and dedifferentiation of Schwann cells evidenced by an increased expression of GFAP. These results
suggest that additive toxicities of EPI and DO used in sequential (EP1+DO)-NAC may contribute to a
pro-inflammatory state. Indeed, previous observations showed that immune-mediated processes
involved in CIPN may generate peripheral nerve inflammation [33]. Also, growing evidence are
supporting a significant role of neuroinflammation in CIPN and central nervous system alterations as
chemotherapeutic drugs, which can penetrate and accumulate in peripheral axons, may also cross the
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blood-brain barrier under certain circumstances [19; 40; 41; 54; 75]. It has also been shown that
chemotherapy and/or its neurotoxicity activates Schwann cells which respond with phenotypic
changes including GFAP overexpression [4; 27; 50]. This process allows macrophage recruitment in
peripheral nerves [28; 33]. In addition to stimulate mediator secretion via macrophage recruitment,
Schwann cells themselves release pro-inflammatory factors that increase neuronal excitability and
evoke pain hypersensitivity [33; 47]. The overproduction of cytokines and/or prolonged
neuroinflammation may cause permanent damages to the nervous tissue and induce neuropathic pain
[12; 50]. Concurrently, it has been suggested that immune cell infiltration and pro-inflammatory
cytokine activity in peripheral nerves and dorsal root ganglia are implicated in neuropathic pain and
CIPN [35; 36; 40; 48; 78]. Interestingly, we found that concomitant DUAP protects efficiently against
macrophage (CD11b/c positive cells) infiltration in sciatic nerves and Schwann cell dedifferentiation,
suggesting that the spectrum of mechanisms of action covered by concomitant effects of DU and AP is
sufficient to prevent chemotherapy-induced neuroinflammatory alterations. Moreover, it has been
demonstrated that both DU and AP exert neuroprotective actions against oxidative stress and cell
death that might be generated by NAC treatment; these neuroprotective effects may involve different
mechanisms including the GABAA-R, Akt/Nrf2/HO-1 pathways and/or other not yet identified targets
[16; 67]. Repeated DU treatment also modulates nociception by increasing the a2-adrenergic-
dependent central descending pathway [26] and AP may prevent neuroinflamation by reducing
immune cells proliferation [51]. Altogether, these data suggest that the combination of DU and AP
may assemble a wide variety of possibilities allowing an efficient multi-target-based strategy against
the complex neurotoxic mechanisms involved in CIPN. In agreement with this idea, the present work
shows that the combined therapy DUAP successfully prevents several parameters altered by
(EP1+DO)-NAC, including cold allodynia, mechanical allodynia/hyperalgesia, nerve action potential,
nerve conduction velocity, Schwann cell dedifferentiation, macrophage infiltration of sciatic nerves
and neuronal marker NF200 expression in peripheral nerves.

Although previous data have shown that AP dose regimen used in the present work did not induce
proliferation of rat skin tumor generated with Walker 256 breast carcinosarcoma cells [44], the
exploitation of AP in clinic to improve DU efficacy against (EP1+DO)-NAC-evoked painful CIPN in
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breast cancer patients must be evaluated with serious attention. Indeed, other studies revealed that AP
may promote neural stem cell proliferation even though this effect completely shifted to anti-
proliferative action at certain AP doses [73]. Interestingly, recent investigations allowed the
characterization of new analogs of AP among which some exert potent neuroprotective effects with no
proliferative activity [30; 34; 67]. Therefore, if necessary, these AP analogs may offer interesting
additional possibilities to secure the translation to clinic of the concomitant DUAP-based strategy
revealed by the present preclinical work as a highly effective and promising therapy against

(EP1+DO)-NAC-induced painful CIPN.
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Figure legends

Figure 1. Time-course of mechanical allodynia (A) and hyperalgesia (B, C) induced by (EP1+DO)-
NAC treatment. Graphs show the mean (+ SEM) of the percentage of paw withdrawal responses to
mechanical stimulation by von Frey filament 4 (A), 15 (B) or 26 g (C) (n=6 animals per group). (D)
Effects of NAC treatment on rat cold thermal nociception assessed by acetone test. Each point
represents the mean (+ SEM) of 6 observations in each of the 6 rats. Statistical differences between

control and c-veh group for each testing day are shown. Multiple t-test; * p<0.05.

Figure 2. Nerve action potential parameters determined from sciatic nerves dissected from control
(veh-veh) or (EPI+DO)-NAC-treated (c-veh) animals. Histograms show statistical data for NAP
maximal peak amplitude (A) and conduction velocity (B) parameters (n = 4 to 6 rats per group).

t-test; ** p<0.005, **** p<0.0001.

Figure 3. Assessment of protein NF200 immunoreactivity (A, B) and expression level (C, D). (A)
Photomicrographs of NF200 immunofluorescence in rat sagittal sections of sciatic nerve dissected
from vehicle (veh-veh) or (EPI+DO)-NAC (c-veh) treated rats (scale bar 20 um). Nerve sections were
labeled with the monoclonal NF200 antibody revealed with Alexa-488-conjugated goat anti-mouse.
(B) Comparative analysis of the mean intensity of NF200 detected in sciatic nerve sections. Each
value is expressed as percent (+ SEM) of NF200 fluorescence intensity detected in vehicle treated rats
(n=6 rats per group). (C) Typical western blot of sciatic nerve protein extract obtained from control
(veh-veh) or NAC (c-veh) treated animals and (D) histogram of normalized mean (+ SEM) values. o-
tubuline (a-tub) was used as a loading control.

t-test; ** p<0.005.

Figure 4. Protective effects of DU, AP and DUAP against (EP1+DO)-NAC-induced neuropathic pain
symptoms. Chart bars show the mean (+ SEM, n = 6) of the percentage of paw withdrawal responses
to mechanical stimulation by von Frey filament 4 (A) or 26 g (B) and 6 observations per rat in the

acetone test (C). Protection by DU, AP or DUAP against NAC-induced mechanical allodynia (A),
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hyperalgesia (B) and cold-allodynia (C). Statistical differences between c-veh group and the other
groups are given.

Two-way ANOVA; * p<0.05, ** p<0.005, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Figure 5. DU, AP or DUAP protection against (EPI+DQO)-NAC-induced alterations of sciatic nerve
action potential parameters. NAP peak amplitude (A) and conduction velocity (B) of ex vivo sciatic
nerve measured at the end of the various treatments. Each value is expressed as percent (+ SEM) of
values obtained in vehicle treated rats (n = 4 to 6 rats per group). Statistical differences for comparison
with the c-veh group are shown.

One-way ANOVA,; **p<0.005, ****p< 0.0001.

Figure 6. DU, AP and DUAP protection against (EPI+DO)-NAC-induced NF200 decrease.
Assessment of protein NF200 immunoreactivity (A and B) and expression level (C and D). (A) shows
representative photomicrographs of NF200 immunofluorescence in rat sagittal sections of sciatic nerve
dissected from each treated-rat group (scale bar 20um). Statistical data of the mean intensity of NF200
detected in sciatic nerve sections are given in B. (C) Representative western blot of NF200 in protein
extract from sciatic nerve dissected from the different animal groups and histogram of normalized
mean (+SEM) data (D). Statistical differences for comparison with the c-veh group are given.
One-way ANOVA; * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001.

a-tub: a-tubuline

Figure 7. (A-E) Representative fluorescent images of cell nuclei stained by 4’,6-dianidino-2-
phenylindole (DAPI) in sciatic nerves of control (veh-veh), (EPI+DO)-NAC+vehicle-treated (c-veh)
or (EPI+DO)-NAC+DUAP-treated (c-veh-DUAP) rats (scale bar 20um). (F) Histogram shows the
relative density of DAPI stained nuclei per surface unit (SU). Results are expressed as percent of
control. Statistical differences for comparison with control group are shown.

One-way ANOVA; **p<0.005, ***p>0.001, # p<0.05, ## p<0.005.

Figure 8. (A-E) Representative immunofluorescent images of CD11b/c-positive cells (macrophages)

detected in sciatic nerves of control (veh-veh), (EPI+DO)-NAC+vehicle-treated (c-veh) or (EPI+DO)-
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NAC+DUAP-treated (c-veh-DUAP) rats (scale bar 20um). (F) Hlustration of the enlargement of the
CD11b/c positive-cell framed in red on image C (scale bar 5um). (G) Histogram shows the number of
CD11b/c positive-cells counted by mm2. Statistical differences for comparison with control group are
shown.

One-way ANOVA,; ****p<0.0001 compared to veh-veh group; ## p<0.005, #### p<0.0001.

Figure 9. (A-E) Representative immunofluorescent images of glial fibrillary acid protein (GFAP)
stained in sciatic nerves of control (veh-veh), (EPI+DQO)-NAC+vehicle-treated (c-veh) or (EPI+DO)-
NAC+DUAP-treated (c-veh-DUAP) rats (scale bar 20um). (F) Histogram shows the relative density
of GFAP stained nuclei per surface unit (SU). Results are expressed as percent of control. Statistical
differences for comparison with c-veh group are shown.

One-way ANOVA,; *p<0.05, **p<0.005.

Table legends

Table 1. Distribution of symptom severity per animal experimental groups for mechanical allodynia
(A), mechanical hyperalgesia (B) and cold thermal allodynia (C). Grades 0 to 4 respectively represent
the absence, 25, 50, 75 or 100% of the maximal symptom severity observed for allodynia or

hyperalgesia.
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Figure 6
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Table 1
Symptom severity
Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
veh-veh 100% - - - -
c-veh - 50% 17% - 33%
c-DUAP 67% 33% - - -
c-DU 17% 50% 33% - -
c-AP 83% - - 17% -
Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
veh-veh 100% - - - -
c-veh - 17% 17% 66% -
c-DUAP 100% - - - -
c-DU 33% - 50% - 17%
c-AP 17% 33% 50% - -
Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
veh-veh 100% - - - -
c-veh - - 50% 17% 33%
c-DUAP 33% 50% - 17% -
c-DU - 33% 50% 17% -
c-AP - 17% 66% 17% -
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Neuropathies induites par chimiothérapie néo-adjuvante du cancer du sein :
atteintes périphériques et centrales, mécanismes impliqués et perspectives
thérapeutiques

Résumé

La chimiothérapie néoadjuvante (CNA) est une avancée majeure dans les traitements des cancers du
sein. La CNA réduit nettement la tumeur primaire et permet une chirurgie conservatrice a tous les
stades du cancer. Malheureusement, elle s’accompagne de dysfonctionnements neurologiques qui
limitent le succés du traitement anti-tumoral. La prise en charge médicale de ces troubles
neurologiques est problématique compte tenu de I’inefficacité des neuroprotecteurs disponibles. De
plus, la recherche de nouvelles thérapeutiques est handicapée par I’absence de modéles expérimentaux
reproduisant fidélement les symptdémes évoqués par la CNA séquentielle « épirubicine (EPI)/docétaxel
(DO) » ou CNA-[EPI-DO] fréqguemment utilisée.

Ce travail de thése a permis de caractériser pour la premiére fois un modéle animal pertinent de
troubles neurologiques périphériques et centraux évoqués par la CNA-[EPI-DO]. Ce modéle
préclinique a été utilisé pour révéler I’efficacité d’un traitement concomitant de duloxétine et
d’alloprégnanolone contre la neuropathie périphérique douloureuse induite par la CNA-[EPI-DQO]. Nos
travaux montrent aussi que la duloxétine exerce une action bénéfique contre les déficits cognitifs
évoqués par la CNA-[EPI-DO]. La thése ouvre des perspectives prometteuses a explorer pour le
développement de thérapies efficaces contre les altérations neurologiques CNA-induites.

Mots clés : Allopregnanolone ; Chimiothérapie néo-adjuvante ; Duloxétine ; Neuropathie périphérique
chimio-induite ; Neuroprotection ; Troubles cognitifs chimio-induits

Abstract

Neoadjuvant chemotherapy (NAC) represents a major progress in breast cancer therapy. By shrinking
significantly, the tumor volume, NAC allows conservative surgery at all stages of breast cancer.
Unfortunately, NAC also induces neurological dysfunctions that jeopardize the chances of success of
anti-tumor treatments. Therapeutic management of these neurological disorders remains a major
concern because neuroprotective drugs currently available are not effective. Furthermore,
investigations to characterize novel effective therapeutics are hampered by the lack of reliable
experimental models mimicking the neurological symptoms evoked by the sequential epirubicin
(EPI)/docetaxel (DO)-NAC or [EPI-DO]-NAC frequently used in humans.

The present thesis work allowed the first characterization of a relevant animal model of [EPI-DO]-
NAC-induced peripheral and central neurological disorders. This preclinical model has successfully
been used to demonstrate the efficacy of duloxetine and allopregnanolone concomitant treatment
against [EPI-DO]-NAC-evoked painful peripheral neuropathy. Our results also reveal a beneficial
action of duloxetine against [EPI-DO]-NAC-induced cognitive deficits. The thesis opens promising
perspectives to be explored for the development of effective therapies against [EPI1-DO]-NAC-induced
neurological alterations.

Key words: Allopregnanolone; Neoadjuvant chemotherapy; Duloxetine; Chemotherapy-induced
peripheral neuropathy; Neuroprotection; Chemo-induced cognitive disorders




