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Mon doctorat s’est déroulé au sein de l’Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives 

(CNRS UPR3212 – 8, Allée du Général Rouvillois, 67000 Strasbourg), en Convention 

Industrielle de Formation par la Recherche avec l’entreprise Theranexus (Centre de l’Énergie 

Atomique, Fontenay-aux-Roses). Mes travaux de thèse ont été soutenus par le Centre National de 

la Recherche Scientifique, l’Association Nationale de la Recherche et de la Technologie ainsi que 

l’Université de Strasbourg (École Universitaire de Recherche EURIDOL, ANR-17-EURE-0022). 

 

Ce manuscrit de thèse, écrit en deux parties, s’articule en premier lieu autour d’une revue de 

la littérature, axée sur les modifications de certaines protéines transmembranaires (que nous 

détaillerons par la suite) décrites dans des modèles précliniques de douleur et qui peuvent être 

impactées par des traitements comme par exemple la méfloquine. 

En second lieu, il s’articule autour d’un article scientifique constituant la synthèse des 

travaux réalisés au cours de ce doctorat et qui vont être décrits au long de ce manuscrit. 

 

La revue, en première partie, permet de compléter l’introduction en apportant des éléments 

moléculaires et cellulaires de compréhension quant à l’utilisation de la méfloquine dans le 

traitement des douleurs neuropathiques, en combinaison avec l’amitriptyline. 

L’article scientifique, en deuxième partie, illustre les expériences qui ont été menées pour 

déterminer les mécanismes d’action du composé THN101. Il sera introduit par une synthèse des 

travaux de mise au point, qu’il a été nécessaire de réaliser en amont, et sera complété par la 

synthèse des autres approches expérimentales qui ont été tentées au cours du doctorat afin 

d’apporter d’autres éléments de compréhension à ce travail de thèse. 

 

La revue et l’article seront soumis à publication dans des journaux internationaux à comités 

de lecture. 
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1! Les douleurs neuropathiques 

1.1! La douleur 

La douleur est définie comme étant une « expérience sensorielle et émotionnelle 

désagréable liée à une lésion tissulaire potentielle ou réelle, ou décrite en ces termes » (IASP, 

International Association for the Study of Pain). Premièrement, elle survient normalement à la suite 

d’un évènement lésionnel (traumatisme, inflammation, brûlure etc.), qui sera détecté comme une 

agression par l’organisme. Le système sensoriel de détection et les voies de transmission de 

l’information nociceptive (du latin noceo, « nuisance ») sont impliqués. On parle alors de 

nociception. Face à elle, le système nerveux engage divers processus pour protéger l’organisme, 

comme par exemple par un réflexe spinal de retrait. Le système cognitif limbique permet d’ancrer 

cette expérience, et peut associer une valence négative au souvenir de celle-ci, pour éviter une 

aggravation ou pour éviter sa survenue à l’avenir. Aussi, l’expérience douloureuse sera vécue 

différemment selon la culture ou l’éducation (Borelli et al., 2018 ; Latimer et al., 2014 ; Roberts et 

al., 2003). 

On peut penser, d’après les premières traces qui l’évoquent, que l’être humain a toujours 

connu la douleur. C’est la seule espèce à avoir pu représenter, par les arts ou les mots, la douleur. 

Elle l’a toujours intrigué : au départ, elle était même associée à des phénomènes mystiques, des 

manifestations divines, de par sa nature inévitable et inextricable (Rey, 1993). Reconnue comme 

pouvant être une pathologie à part entière, la douleur est l’objet d’investigations de nombreux 

centres d’études cliniques et instituts de recherche. A l’échelle internationale, une société savante 

rassemble ainsi la communauté scientifique autour de ce sujet : l’association internationale pour 

l’étude de la douleur (IASP). À ce titre, elle regroupe également les chercheurs à échelle 

européenne via l’association européenne de la douleur (EFIC) ; et française via un chapitre 

français, la Société Française pour l’Étude et le Traitement de la Douleur (SFETD). Leur travail 

permet de mettre à disposition des cliniciens et des chercheurs des outils de diagnostic, 

pédagogiques, ainsi que des mises à jour concernant les classifications des différents types de 

douleur qui ont été caractérisés. L’IASP a donc défini trois catégories de douleur : i) la douleur 

nociceptive, qui résulte d’une lésion réelle ou probable d’un tissu non neuronal et qui est due à 

‘activation de nocicepteurs ; ii) la douleur nociplastique, qui résulte d’une altération de la 

nociception, malgré l’absence de preuve évidente d’une lésion tissulaire réelle ou probable, 

provoquant l’activation des nocicepteurs périphériques, ou malgré l’absence de preuve de maladie 
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ou de lésion du système somatosensoriel à l’origine de la douleur ; iii) la douleur 

neuropathique, définie ci-après. 

Plus communément, on peut distinguer deux grands types de douleur : la douleur aiguë et 

la douleur chronique. La douleur aiguë, douleur physiologique dite « par excès de nociception », 

dépend de la nature de l’atteinte et dure généralement jusqu’à disparition du stimulus nociceptif 

ou jusqu’à guérison. Par exemple, la douleur inflammatoire, parfois liée aux processus de 

cicatrisation mais aussi à des pathologies rhumatismales dégénératives ou auto-immunes, est 

induite par la libération de médiateurs immuns qui sont impliqués localement dans les 

phénomènes de rougeur, de gonflement et de chaleur. Cette douleur est essentielle à la protection 

de la zone atteinte. 

Par opposition à la douleur aiguë, la douleur chronique se met en place par des mécanismes 

de plasticité et de désadaptations du système somatosensoriel. Récemment, l’Organisation 

Mondiale de la Santé a intégré ce type de douleur dans la onzième révision du classement 

international des maladies (OMS, MG30, ICD-11). La douleur chronique se traduit par des 

manifestations douloureuses récurrentes ou persistantes durant trois mois ou plus. Elle englobe i) 

la douleur chronique primaire, caractérisée par une détresse émotionnelle ou une gêne 

significative dans les tâches quotidiennes et/ou la vie sociale, liées à l’atteinte d’une ou plusieurs 

régions anatomiques (Nicholas et al., 2019) ; ii) la douleur chronique liée au cancer, c’est-à-dire 

liée à la tumeur, aux métastases, ou à ses traitements ; et iii) la douleur neuropathique. En France 

et en Europe, environ 20% de la population souffrent de douleurs chroniques d’intensité 

modérée à forte (Bouhassira et al., 2008 ; Breivik et al., 2006). Certains facteurs de risques sont 

associés à l’apparition d’une douleur chronique et ont été répertoriés dans le guide européen de la 

douleur. Parmi eux, on retrouve par exemple l’âge, le genre, l’environnement socio-économique, 

la présence de troubles anxio-dépressifs, la sédentarité ou la multiplication des interventions 

médicales (Eccleston, Wells, et Morlion, 2018). 

Au-delà de l’impact important qu’elle a sur la qualité de vie des patients, en multipliant par 

trois le risque de tentative de suicide (Stenager et al., 2014), la douleur chronique représente un 

enjeu de santé et de société, notamment car elle représente un coût socio-économique important 

dans les pays occidentaux. Cela englobe les frais d’hospitalisation, de traitements, d’équipements 

d’amélioration de la vie quotidienne, ou moins directement les coûts engendrés par l’absentéisme 

ou la baisse de productivité au travail (Nielsen, 2013 ; Valentin et al., 2016). Aux États-Unis, le 

coût de la douleur chronique est estimé à 4% du produit intérieur brut (PIB), soit davantage que 

les maladies cardiovasculaires, le cancer ou le diabète (Gaskin et Richard, 2012). Aucune étude 

globale ne permet de déterminer le coût de la douleur chronique en Europe mais, à titre 
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d’exemple, cette dépense en Irlande est estimée à 3% du PIB (Raftery et al., 2012). En Suède, elle 

atteindrait 10% du PIB (Breivik, Eisenberg, et O’Brien, 2013 ; Gustavsson et al., 2012). En 

France, le surcoût annuel imputé aux consultations supplémentaires liées la douleur a été évalué à 

près d’un milliard d’euros (Mick et al., 2013). 

En France, 6,9% de la population présentent des douleurs chroniques qui ont une 

composante neuropathique (Bouhassira et al., 2008). La douleur neuropathique est définie 

comme étant « due à une lésion ou une maladie affectant le système somatosensoriel » (IASP, 

OMS), et peut être d’origine centrale ou périphérique (Scholz et al., 2019). Le diagnostic de la 

douleur neuropathique suit un algorithme restrictif. Cela permet d’inclure seulement les patients 

dont l’historique de santé et de soin, ainsi que la distribution spatiale et temporelle des douleurs 

(ou des changements sensoriels), sont neuro-anatomiquement corrélés ; c’est-à-dire qu’il existe 

une correspondance entre le territoire neurologique atteint et les symptômes décrits et mesurés 

(Finnerup et al., 2015). 

1.2! Étiologie 

Qu’elles soient périphériques ou centrales, les douleurs neuropathiques peuvent avoir des 

origines diverses (Scholz, et al., 2019). Les douleurs neuropathiques centrales peuvent être 

consécutives à une ou plusieurs lésions de la moelle épinière, ou par une ou plusieurs lésions 

du cerveau faisant par exemple suite à un accident vasculaire cérébral (AVC) ou un accident 

ischémique transitoire (AIT), affectant les régions impliquées dans la transmission, la réception et 

l’intégration de l’information nociceptive (Haroutounian et al., 2018). Certaines maladies 

neurologiques inflammatoires ou auto-immunes comme la sclérose en plaques font également 

partie des conditions pouvant conduire à l’apparition de douleurs neuropathiques (Finnerup et al., 

2015). 

Au niveau périphérique, des maladies métaboliques, comme le diabète ou la carence en 

vitamines du groupe B, peuvent entraîner une polyneuropathie douloureuse ; à l’instar de 

maladies infectieuses comme le syndrome de l’immunodéficience acquise (SIDA), induit par le 

virus de l’immunodéficience humaine (VIH) dont la principale complication neurologique est une 

démyélinisation des fibres nerveuses. Le virus herpes zoster est quant à lui à l’origine de la neuralgie 

post-herpétique du zona, lié à la réactivation du virus de la varicelle resté jusqu’alors quiescent 

dans la chaine ganglionnaire neuro-anatomiquement reliée. Par ailleurs, certaines maladies 

génétiques, comme la maladie de Charcot-Marie Tooth ou la maladie de Fabry, s’accompagnent 

aussi de douleurs neuropathiques. De plus, l’exposition à des substances neurotoxiques, 
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comme l’alcool ou des traitements anticancéreux utilisés en chimiothérapie, peut aussi entraîner 

l’apparition de douleurs neuropathiques périphériques. 

Enfin, une lésion nerveuse traumatique peut également affecter la région anatomique 

innervée, à l’image des douleurs fantômes, qui peuvent être ressenties après la perte d’un 

membre ; de la radiculopathie douloureuse, induite par compression des racines nerveuses ; ou de 

la neuralgie trijéminale, affectant la sphère oro-faciale. Du fait de cette étiologie variée et de leur 

symptomatologie complexe, les cliniciens rapportent des douleurs neuropathiques. Néanmoins, on 

parle souvent de la douleur neuropathique en tant que sujet d’études.  

1.3! Symptômes 

La douleur neuropathique se caractérise par des troubles sensoriels qui peuvent s’avérer 

gênants voire invalidants. Les plus tolérés par les patients sont généralement les symptômes dits 

déficitaires, ou « négatifs », c’est-à-dire entrainant une diminution ou une perte de sensibilité au 

niveau de la région affectée. On parle alors d’hypoesthésie, d’hypoalgésie ou d’analgésie. Des 

traumatismes peuvent donc passer inaperçu, ce qui représente un risque pour l’état de santé des 

patients. A contrario, la douleur neuropathique peut s’accompagner de symptômes plus 

incommodants, dits irritatifs ou « positifs » : en l’occurrence, cela signifie qu’ils entrainent une 

augmentation de la sensibilité ou l’apparition de sensations inattendues. Il peut s’agir de douleur 

spontanée (paroxystique ou diffuse), de dysesthésie ou d’engourdissements, d’hyperesthésie 

(picotements, sensations de brûlure, fourmillements…), d’hyperalgésie, ou d’allodynie 

(typiquement, la sensation douloureuse du port d’un vêtement sur une brûlure induite par la 

surexposition solaire). Ces symptômes peuvent affecter les modalités thermique ou mécanique 

(voir Table 1). Par-delà la composante sensorielle, la douleur chronique entraîne une souffrance, 

qui peut avoir un impact plus délétère sur l’humeur au long terme. En effet, il existe une 

comorbidité importante entre la douleur chronique et les états anxio-dépressifs (IsHak et al., 

2018 ; Martini et Hoffmann, 2018 ; Yalcin et Barrot, 2014). 

!  
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Symptômes déficitaires ou « négatifs » Symptômes irritatifs ou « positifs » 

Hypoesthésie 
Diminution de la sensibilité à la 

stimulation 
Paresthésie 

Sensation anormale spontanée ou 

évoquée 

Hypoalgésie 

Diminution de la douleur en 

réponse à un stimulus 

normalement douloureux 

Hyperalgésie 

Augmentation de la douleur en 

réponse à un stimulus 

normalement douloureux 

Analgésie 

Absence de douleur en réponse à 

un stimulus normalement 

douloureux 

Allodynie 
Douleur en réponse à un stimulus 

normalement non douloureux 

Table 1. Principaux symptômes accompagnant les douleurs neuropathiques 

!

1.4! Diagnostic 

Le diagnostic des douleurs neuropathiques se fait sur la base du corrélat neuro-anatomique 

de la gêne, des symptômes déficitaires ou de la douleur ; et par le contexte entourant la survenue 

des symptômes. En France, l’utilisation du questionnaire « Douleur neuropathique en quatre 

questions » (DN4) (cf. Table 2) est associé à l’examen clinique pour établir le diagnostic (Attal et 

Bouhassira, 2015 ; Martinez et al., 2010). L’étendue de la zone atteinte pourra être déterminée par 

la recherche d’éventuels déficits au niveau des sensibilités thermiques (chaud ou froid) et/ou 

mécaniques (statique ou dynamique), par comparaison aux zones non atteintes. Les dispositifs de 

diagnostic utilisés pour évaluer la réponse du patient aux douleurs évoquées sont une brosse ou 

un pinceau (pour l’allodynie mécanique dynamique), des filaments de von Frey (pour l’allodynie 

mécanique statique), ou une thermode chaude ou froide pour l’hyperalgésie thermique au chaud 

ou l’allodynie thermique au froid. En complément, en cas de suspicion de douleurs 

neuropathiques à petites fibres (liées à un défaut fonctionnel ou structural des fibres nerveuses de 

faible diamètre), des biopsies cutanées peuvent confirmer le diagnostic par évaluation de la 

densité de fibres nerveuses dans l’épiderme. 

!  
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1.# La douleur présente-t-elle une ou plusieurs des caractéristiques suivantes ? (Interrogatoire) 

Brûlure  !Oui!  !Non!

Sensation de froid douloureux  !Oui!  !Non!

Décharges électriques  !Oui!  !Non!

2.# La douleur est-elle associée dans la même région à un ou plusieurs des symptômes suivants ? 

(Interrogatoire) 

Fourmillements  !Oui!  !Non!

Picotements  !Oui!  !Non!

Engourdissement  !Oui!  !Non!

Démangeaisons  !Oui!  !Non!

3.# La douleur est-elle localisée dans le territoire ou l’examen met en évidence : (examen) 

Hypoesthésie au tact  !Oui!  !Non!

Hypoesthésie à la piqûre  !Oui!  !Non!

4.# La douleur est-elle provoquée ou augmentée par : (examen) 

Le frottement  !Oui!  !Non!

Table 2. Questionnaire DN4 

Adapté depuis Martinez et al., 2010. Le patient doit répondre à chaque item des 4 questions ci-
dessus par « oui » (1 point) ou par « non » (0 point). Valeur seuil = 4/10 

1.5! Modèles animaux 

La plus grande partie des études précliniques menées sur les mécanismes 

physiopathologiques et les traitements des douleurs neuropathiques utilise des modèles de 

rongeurs, rats ou souris, sur lesquels les causes (validité étiologique) et la symptomatologie 

(validité d’aspect) de ces douleurs sont reproduites. 

Ainsi, des modèles de neuropathies diabétiques peuvent être obtenu par l’administration de 

streptozotocine, un antibiotique cytotoxique pour les cellules β du pancréas productrices 

d’insuline, conduisant donc à une hyperglycémie neurotoxique ; ou par l’induction d’une obésité 

morbide par un régime gras et/ou sucré ; ou même chez des lignées transgéniques ayant par 

exemple un déficit de leptine ou de son récepteur, impliqués dans le contrôle de la satiété (Yorek, 

2016). Des modèles de neuropathies induites par des agents neurotoxiques, comme l’oxaliplatine 

ou le paclitaxel, permettent également d’étudier l’impact des chimiothérapies sur le système 

somatosensoriel. D’autre part, il existe un certain nombre d’études qui ont recours à des lésions 

centrales pour modéliser la douleur neuropathique chez l’animal, par section mécanique ou par 
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compression directe de la moelle épinière (Kjell et Olson, 2016), ou alors par excitotoxicité 

pharmacologique (Burma et al., 2017). 

De plus, d’autres modèles sont basés sur des lésions du système somatosensoriel et 

quelques-uns d’entre eux sont représentés en Table 6 et résumés en Erreur ! Source du renvoi 

introuvable.. Parmi eux sont retrouvés les modèles de douleurs neuropathiques induites par lésion 

de nerfs périphériques, dont la plupart font suite à des lésions au niveau du nerf sciatique ou de 

ses embranchements (pour revue, voir Barrot, 2012). Ces modèles peuvent être induits par 

axotomie (ou section) nerveuse, et/ou par une ou plusieurs ligatures du nerf, à l’image du modèle 

de douleur neuropathique induite par la ligature de deux des trois branches du nerf sciatique (en 

l’occurrence les nerfs tibial et péronéal) précédée de leur section  (Decosterd et Woolf, 2000 ; 

Shields, Eckert, et Basbaum, 2003). La ligature partielle du nerf sciatique (Seltzer, Dubner, et Shir, 

1990) ou la ligature de nerfs spinaux (situés les ganglions dorsaux rachidiens et la branche 

commune du nerf sciatique) sont aussi utilisées dans l’étude de la douleur neuropathique (Kim et 

Chung, 1992). Des modèles de douleur neuropathiques trigéminales existent également, induits 

par ligature du nerf infraorbital par exemple (Vos, Strassman, et Maciewicz, 1994). 

Enfin, les lésions peuvent être faites par des ligatures de la branche commune du nerf 

sciatique (Bennett et Xie, 1988), ou par compression à l’aide d’un manchon de polyéthylène 

(Mosconi et Kruger, 1996), comme c’est le cas dans le modèle du cuff avec lequel nous travaillons 

dans mon équipe d’accueil (Benbouzid et al., 2008 ; Yalcin et al., 2014). 

 

!

Figure 1. Modèles précliniques de neuropathies couramment utilisés en recherche. 
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1.6! Physiopathologie 

De nombreux mécanismes sont impliqués dans la physiopathologie des douleurs 

neuropathiques et sont retrouvés le long des voies de la nociception. Les premiers intervenants 

qui permettent la détection de l’information nociceptive sont appelés nocicepteurs. Ils sont situés 

dans la plupart des tissus de l’organisme sur les terminaisons libres des neurones de fibres 

afférentes primaires périphériques, dont le corps cellulaire est situé dans les ganglions rachidiens 

dorsaux ou les ganglions crâniens. Ces détecteurs présentent un seuil d’activation élevé, supérieur 

à celui des cellules de détection de stimuli mécaniques ou thermiques non nocifs, et peuvent être 

sensibilisés par des facteurs chimiques tels que ceux impliqués dans l’inflammation (pour revue, 

voir Julius, 2013). 

Le message nociceptif est véhiculé le long de fibres nerveuses de groupe Aδ (faiblement 

myélinisées ; diamètre moyen : 1 à 5 µm ; vitesse de conduction : 3 à 30 m/s ; modalités 

mécaniques ou thermiques), ou de fibres nerveuses de groupe C (non myélinisées ; diamètre 

moyen : 0,2 à 1,5 µm de diamètre, vitesse de conduction : 0,5 à 2 m/s ; modalités mécaniques, 

thermiques et chimiques). Les fibres nerveuses Aβ ne sont normalement pas impliquées dans la 

transmission du message nociceptif. Leur gros diamètre permet une vitesse de conduction plus 

rapide et la transduction de stimuli mécaniques non nociceptifs. Paradoxalement, certaines fibres 

C permettent la transmission de stimuli mécaniques très légers pouvant être considérés comme 

agréables (Olausson et al., 2010). 

Le message nociceptif atteint ensuite la corne dorsale de la moelle épinière où les premières 

synapses des neurones primaires avec des interneurones ou des neurones de convergence se font 

dans les laminæ superficielles I et II, permettant une première intégration des informations 

sensorielles (pour revue, voir Cordero-Erausquin et al., 2016 ; Todd, 2002). Le signal est ensuite 

transmis à des neurones de projection pour être véhiculé vers des régions cérébrales telles que le 

thalamus, l’insula ou le cortex cingulaire antérieur, qui participeront à l’intégration supra-spinale 

du message nociceptif et au traitement cognitif de la douleur. Par ailleurs, des voies de facilitation 

(sérotonergiques) ou d’inhibition (noradrénergiques) de l’information nociceptive, provenant de 

centres supraspinaux comme le locus cœruleus, permettent de moduler l’intégration du message 

nerveux et peuvent être dérégulés dans le cas de douleurs neuropathiques (Bannister et al., 2017 ; 

Millan, 2002 ; Ossipov, Morimura, et Porreca, 2014). 

Les dérèglements à l’origine des douleurs neuropathiques peuvent être retrouvés à toute 

étape de la transmission du message nociceptif mentionnée précédemment (cf. Figure 2, d’après 

Alles et Smith, 2018 ; Inoue et Tsuda, 2018 ; Meacham et al., 2017). Une lésion du système 

somatosensoriel périphérique conduit à la libération de médiateurs de la neuro-inflammation, tels 
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que des prostaglandines, la cytokine chimio-attractive de monocytes MCP-1/CCL2, les 

interleukines pro-inflammatoires IL-1β et IL-6 ainsi que le facteur de nécrose tumorale alpha 

(TNF-α). La neuro-inflammation qui en résulte provoque une diminution des seuils nociceptifs 

ainsi qu’une modification de la transmission nerveuse du fait d’une dérégulation des canaux 

ioniques (sodium, calcium, chlorures notamment) au niveau des terminaisons périphériques, où 

une modification de la densité de fibres peut aussi être décrite dans ces conditions. Des décharges 

ectopiques ont alors lieu et sont véhiculées jusqu’au ganglion rachidien dorsal. En conséquence, 

l’hyperexcitabilité locale induit la libération du facteur stimulant de colonies de macrophages 

CSF-1 par les fibres afférentes primaires, capable de provoquer l’infiltration, la prolifération et 

l’activation de cellules microgliales. Sous l’influence du CSF-1, les cellules microgliales peuvent 

sur-exprimer certains récepteurs purinergiques membranaires tels que P2X4, P2X7 et P2Y12. Or, 

l’hyperexcitabilité des neurones sensoriels de la couche dorsale de la moelle épinière y favorise la 

libération d’ATP par ceux-ci, agissant sur ces récepteurs pour conduire à la libération microgliale 

du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF). 

Le BDNF ainsi produit peut interagir avec les neurones de la corne dorsale de la moelle 

épinière et en modifier l’homéostasie du chlore ; par une interaction sur le récepteur 

tropomyosine kinase B (TrkB), une diminution de l’expression du transporteur (exportateur) 

potassium-chlore KCC2 et ce faisant une augmentation de la concentration intracellulaire d’ions 

chorure (Cl-). Bien que le mécanisme de libération microgliale du BDNF décrit ci-dessus a été 

identifié comme étant propre aux mâles chez les rongeurs, la dérégulation de l’homéostasie du 

chlore via une sous-expression de KCC2 a été décrite chez les femelles (Mapplebeck et al., 2019) 

Des phénomènes de plasticité comme la réorganisation des récepteurs neuronaux post-

synaptiques (AMPA ou NMDA) sont reportés suite à l’augmentation de la concentration de 

glutamate dans les synapses (Inquimbert et al., 2012). Ces mécanismes de plasticité et 

d’inflammation ainsi que la diminution du tonus inhibiteur au sein de la couche dorsale de la 

moelle épinière participent à une sensibilisation centrale, qui a lieu également dans des régions 

cérébrales impliquées dans le traitement de l’information douloureuse (Woolf, 2011 ; Zhuo, 

2016), et favorisent l’apparition et le maintien de douleurs neuropathiques. 
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Figure 2. Physiopathologie des douleurs neuropathiques 

Adapté depuis Meacham et al., 2017. 
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2! Traitement des douleurs neuropathiques 

2.1! Recommandations des sociétés savantes 

2.1.1( Traitements de première intention 

En clinique, l’utilisation d’antalgiques courants tels que les anti-inflammatoires non 

stéroï"iens (AINS) ou le paracétamol n’est pas suffisamment efficace pour soulager les douleurs 

neuropathiques. Il faut donc recourir à d’autres classes médicamenteuses, recommandées par des 

organisations scientifiques telles que la Fédération Européenne des Sociétés de Neurologie 

(EFNS) ou le Groupe d’Intérêt sur les douleurs neuropathiques (NeuroPSIG) de l’IASP (Attal et 

al., 2010 ; Finnerup et al., 2015). Les patients atteints de douleurs neuropathiques peuvent se voir 

prescrire en première intention certains antidépresseurs, détaillés dans le chapitre 2.2, ou des 

antiépileptiques, qui sont brièvement détaillés ci-après. 

Les antiépileptiques de type gabapentinoïdes sont ainsi recommandés en traitement de 

première intention pour les douleurs neuropathiques, à l’image de la gabapentine (Neurontin®) ou 

de la prégabaline (Lyrica®), qui ont une efficacité reconnue dans le traitement des douleurs 

neuropathiques. Le nombre de sujets à traiter (NST)* est évalué entre 7 et 8 pour ces deux 

molécules (Finnerup et al., 2015). Les gabapentinoïdes sont des analogues de l’acide γ-

aminobutyrique (GABA) mais n’ont pas d’action connue sur ses récepteurs. Leur action 

thérapeutique est médiée en premier lieu par une liaison à la sous-unité α2δ-1 des canaux calciques 

voltage-dépendant, diminuant la neurotransmission excitatrice ainsi que la sensibilisation spinale 

(pour revue, voir Kremer et al., 2016). La carbamazépine (Tegretol®) bloque les canaux sodiques 

voltage-dépendant et n’est utilisée que dans les indications de névralgies de la face ou de 

neuropathies centrales (Jensen, 2002). Depuis peu, l’usage de la prégabaline fait l’objet de 

réévaluations du fait d’une balance bénéfice/risque moins favorable (par rapport aux autres 

traitements de première ligne) et d’un risque de mésusage. Les dernières recommandations de la 

SFETD suggèrent même d’utiliser la prégabaline en deuxième intention, après la gabapentine 

(Moisset et al., 2020, sous presse), bien qu’une récente méta-analyse démontre son efficacité dans le 

traitement des douleurs neuropathiques post-herpétiques, diabétiques ou mixtes (Derry et al., 

2019). Par ailleurs, d’autres antiépileptiques peuvent être prescrits hors autorisation de mise sur le 

!

* L’indice du NST (ou NNT en anglais pour Number Needed to Treat) permet d’évaluer l’efficacité d’un 
traitement. Sur la base d’un échantillon de population, il indique le nombre de patients à traiter pour qu’un seul 
patient soit soulagé à hauteur d’au moins 50%. Idéalement, le NST devrait donc être proche de 1. 
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marché (AMM), comme la lamotrigine (Lamictal®), appartenant à la famille des antiépileptiques 

qui bloquent les canaux sodiques, et qui est efficace dans les névralgies du nerf trijumeau (Jensen, 

2002). Cette dernière est néanmoins agréée par l’agence américaine de l’alimentation et du 

médicament (FDA, pour Food and Drug Administration) dans la même indication. 

2.1.2( Traitements de deuxième et troisième intention 

Lorsque les premiers traitements ne sont pas ou plus efficaces, ou lorsque leurs effets 

indésirables nécessitent l’arrêt des traitements, d’autres stratégies thérapeutiques sont envisagées. 

Le tramadol, agoniste des récepteurs µ opioïdergiques et inhibiteur de la recapture de 

noradrénaline et de sérotonine (Vazzana et al., 2015), est une alternative aux traitements de 

première intention (Attal, 2019 ; Finnerup et al., 2015). Sinon, l’utilisation de traitement topiques 

(patchs cutanés) de capsaïcine ou de lidocaïne peut être envisagée dans le cadre des neuropathies 

périphériques. Cette approche est basée sur les propriétés pharmacologiques des principes actifs, 

comme pour la lidocaïne, qui induit une anesthésie locale par le blocage des canaux sodiques 

voltage-dépendants (Attal, 2019). La capsaïcine, agoniste des récepteurs TRPV1, activés par la 

chaleur, a un potentiel neurotoxique qui lui permet de provoquer une désensibilisation des fibres 

C, qui véhiculent le message nociceptif. Les patchs de capsaïcine ont un potentiel thérapeutique 

plus fort que la lidocaïne, qui reste cependant moins élevé que celui du tramadol (Attal, 2019). 

En cas d’échec de ces traitements, des opiacés forts tels que la morphine et l’oxycodone 

peuvent être utilisés en dernier recours. Cependant, les effets d’accoutumance et de dépendance 

qu’ils peuvent entraîner sont à prendre en considération, d’autant que les opiacés sont la source 

d’un mésusage épidémique aux États-Unis (Beheshti, 2019). Enfin, de récentes études ont 

soulevé le potentiel thérapeutique de la toxine botulique, sur la base de son action inhibitrice de 

l’exocytose synaptique, par voie injectable topique avec un faible NST (Attal, 2019), ouvrant la 

voie à de nombreuses pistes de recherche. 

2.2! Les antidépresseurs, traitements de première intention 

C’est dans un article issu de la Revue Neurologique (Paoli, Darcourt, et Cossa, 1960) qu’est 

reportée la première utilisation d’un antidépresseur dans le traitement de la douleur. Au départ, 

trois patientes ; deux d’entre elles étaient atteintes de sclérose en plaques et étaient suivies pour 

des douleurs « violentes », multi-localisées pour l’une et localisées à la cheville pour l’autre, la 

troisième patiente souffrait d’une sciatalgie (ou « sciatique »), liée à la présence d’une hernie 

lombaire, et présentait un point commun avec les deux premières : la dépression. Pour soigner 

l’« état mental » de ces femmes, les neurologues décidèrent d’engager un traitement 
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antidépresseur, en utilisant l’imipramine. Finalement, les médecins ont constaté l’amélioration de 

leur humeur mais aussi la diminution des symptômes douloureux. Y avait-il un lien de causalité 

entre le traitement donné et le soulagement des douleurs ? Par-delà les prémices qu’on aurait pu 

relever sur les liens de comorbidité entre douleur et dépression, ils décidèrent de tester 

l’hypothèse sur d’autres patients douloureux, non affectés par la dépression. Sur 21 personnes 

traitées, 14 ont connu des améliorations notables, tant sur le plan douloureux que sur le plan 

général. Plus tard, l’expérience a été menée sur d’autres patients à Bordeaux avec des résultats 

similaires, confirmant l’intérêt d’utiliser l’antidépresseur dans l’indication neuropathique. Dans les 

années 1970, cette action de certains antidépresseurs sur la douleur neuropathique a été 

confirmée par des études contrôlées (Gringras, 1976), et ces médicaments sont depuis devenus 

des traitements de référence. 

2.2.1( Dans la dépression 

L’essentiel des antidépresseurs agit sur la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline 

(Ruhé, Mason, et Schene, 2007). Les premiers traitements utilisés contre la dépression font partie 

de la famille des inhibiteurs de monoamines oxydase (IMAO), qui empêchent la dégradation des 

monoamines dans la fente synaptique. De la même manière, les antidépresseurs tricycliques et 

tétracycliques, nommés ainsi en raison de leur structure chimique, ont des mécanismes d’action 

variés dont la recapture de monoamines. Les antidépresseurs tricycliques sont aussi utilisés en 

première intention dans le traitement des douleurs neuropathiques et sont détaillés dans la section 

2.2.2 ci-après. Cependant, même si ces molécules bloquent la recapture de sérotonine et de 

noradrénaline, elles sont assez peu sélectives et ont des cibles secondaires à l’origine d’effets 

indésirables. 

Depuis, la majorité des traitements antidépresseurs agissent donc plus sélectivement sur les 

sites de recaptures des monoamines. Parmi eux, les inhibiteurs sélectifs de la recapture de 

sérotonine (ISRS) sont souvent donnés en première intention, comme la fluoxétine, la sertraline 

ou le citalopram, mais ils sont inefficaces dans le traitement de la douleur neuropathique 

(Finnerup et al., 2015). D’autres médicaments, agissants de manière plus sélective sur les 

récepteurs sérotonergiques, comme la tradozone, sont aussi utilisés. Comme la plupart des 

antidépresseurs, ils peuvent occasionner un certain nombre d’effets indésirables, parmi lesquels 

sont rapportées dyskinésies (tremblements), insomnies, nausées, diarrhées, œsophagites, 

hypersudations, diminution de la libido ou éruptions cutanées.  

Des inhibiteurs sélectifs de la recapture de sérotonine et de noradrénaline (ISRSNa) comme 

la duloxétine ont également été développés, et permettent la prise en charge de la dépression avec 
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moins d’effets indésirables que ceux obtenus avec les antidépresseurs tricycliques. Par ailleurs, la 

duloxétine est également utilisée dans le traitement des douleurs neuropathiques (cf. section 2.2.2).  

Enfin, des inhibiteurs sélectifs de la recapture de noradrénaline (ISRNa) comme la 

réboxétine peuvent être administrés. La réboxétine a des propriétés anti-nociceptives chez 

l’animal (Yalcin et al., 2009), mais son utilisation clinique dans la dépression est discutée voire 

considérée comme potentiellement toxique (Eyding et al., 2010). Des inhibiteurs sélectifs de la 

recapture de dopamine et de noradrénaline (ISRDNa) aux propriétés psychostimulantes, comme 

le bupropion, sont également utilisés.  

Depuis les débuts de leur utilisation en clinique, les traitements de la dépression ont peu 

évolué, mais des recherches sont actuellement menées pour déterminer le potentiel thérapeutique 

des antagonistes des récepteurs NMDA comme la s-kétamine (ou eskétamine), récemment 

approuvée dans cette indication par la FDA. 

2.2.2( Traitement des douleurs neuropathiques 

De nos jours, les antidépresseurs sont prescrits à environ 30% des patients souffrant de 

douleurs neuropathiques en Europe*, pendant une durée supérieure à trois ans pour plus d’un 

tiers d’entre eux (soit plus de 10% des patients) (McDermott et al., 2006). Seuls certains 

antidépresseurs peuvent être prescrits dans cette indication (cf. Table 3) : i) les antidépresseurs 

tricycliques, comme l’amitriptyline (Laroxyl®), l’imipramine (Tofranil®), la clomipramine 

(Anafranil®) ou la désipramine (Pertofran®) ; et ii) les ISRSNa, comme la duloxétine (Cymbalta®), 

la venlafaxine (Effexor®), ou le milnacipran (Ixel®), qui est utilisé hors AMM dans la prise en 

charge des fibromyalgies†. Les antidépresseurs tricycliques ont un NST évalué à 3,6 pour le 

soulagement d’une douleur au moins modérée, sauf dans le cas des douleurs neuropathiques liées 

au SIDA où ils sont inefficaces (Saarto et Wiffen, 2007). Le NST des ISRSNa a quant à lui été 

évalué à 6,4 (Finnerup et al., 2015). De ce fait, il est considéré que les antidépresseurs tricycliques, 

en particulier l’amitriptyline – qui détient le plus d’évidences cliniques, sont les candidats de 

premier choix pour le traitement des douleurs neuropathiques, bien qu’ils soient moins bien 

tolérés que les ISRSNa (Mico et al., 2006). 

!  

!

* Étude menée sur des patients en France, Royaume-Uni, Pays-Bas, Italie, et en Espagne. 
† La fibromyalgie est définie par l’IASP comme étant un syndrome rhumatologique, dont la physiopathologie 

est encore mal connue, caractérisé par des douleurs et des troubles de la sensibilité chroniques et diffus, 
accompagnées de troubles du sommeil et de fatigue ayant un fort retentissement sur la qualité de vie. 
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Antidépresseurs 

tricycliques 

Amitriptyline 

NST = 3,4 

Sauf VIH 

Imipramine 

Clomipramine 

Désipramine 

IRSNa 

Duloxétine 

NST = 6,4 
Venlafaxine 

Milnacipran  

(hors AMM) 

Table 3. Antidépresseurs dans le traitement des douleurs neuropathiques 

2.3! Focus sur l’amitriptyline 

2.3.1( En clinique 

Au milieu du XXe siècle, la chlorpromazine était la principale molécule antipsychotique 

utilisée en médecine. Cette molécule, appartenant à la famille des phénothiazines – composées 

d’un cycle de thiazine entouré de deux cycles de benzène (d’où leur appellation tricycliques), a été 

produite à la suite de nombreux travaux étudiant les propriétés sédatives des antihistaminiques de 

synthèse, que l’on souhaitait optimiser (Fagan et Warden, 1996 ; Sneader, 2005). A l’aube des 

années 1960, l’imipramine est développée sur une base analogue à celle d’un dérivé 

antihistaminique, et à laquelle une chaine moléculaire a été ajoutée, identique à celle de la 

chlorpromazine. Suite aux satisfecit donnés à l’imipramine, l’amitriptyline est synthétisée peu de 

temps après, à l’issue de nombreux travaux concurrentiels ayant donné naissance à d’autres 

composés tricycliques. L’amitriptyline démontrera plus tard son efficacité dans la dépression 

(Garry et Leonard, 1963), puis sera évoquée dans la prise en charge de la douleur (sciatique) 

(Lacour, Pélissier, et Guidoum, 1965). 

Ensuite, l’amitriptyline a prouvé son efficacité dans le traitement des douleurs 

neuropathiques chez des patients diabétiques, sans le moindre impact sur leur humeur (Max et al., 

1987), et chez des patients avec d’autres types de douleurs chroniques* avec une efficacité 

supérieure au placebo (Onghena et Van Houdenhove, 1992). Bien qu’efficace dans la plupart des 

conditions neuropathiques, l’amitriptyline ne permet cependant pas de traiter les douleurs 

!

* Douleurs neuropathiques post-herpétiques ; douleurs neuropathiques post-AVC ou post-AIT ; migraines ; 
céphalées de tension ; fibromyalgies. 
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chroniques liées au cancer (Moore et al., 2015), en plus de celles liées au VIH, à l’instar des autres 

antidépresseurs tricycliques. 

Dans l’indication douloureuse, la posologie de l’amitriptyline commence à partir de 25 mg 

par jour et peut aller jusqu’à 150 mg (Finnerup et al., 2015 ; Moore et al., 2015). L’amitriptyline 

peut être utilisée jusqu’à 300 mg dans les indications de dépression ou de troubles alimentaires 

(Jennings, 2018). Préférentiellement, le traitement doit être pris le soir en raison de sa 

composante anticholinergique sédative. Aussi, l’amitriptyline peut modifier la conductance 

cardiaque et est contrindiquée chez les patients souffrant d’insuffisance cardiaque ou ceux à 

risque de développer un infarctus du myocarde (Upward et al., 1988 ; Wenger, Cohn, et Bustrack, 

1983). L’amitriptyline peut présenter d’autres effets indésirables et occasionner des vertiges, une 

rétention d’eau (prise de poids, rétention des urines, risque d’œdème, sècheresse de la bouche), 

des maux de tête ou confusions (Attal, 2019). Par ces aspects, elle est contrindiquée chez les 

patients qui présentent un risque de développer un glaucome. Enfin, comme tous les tricycliques, 

une surveillance particulière doit être apportée pendant le traitement pour limiter les risques 

d’amplification de l’état anxieux, d’inversion rapide de l’humeur, d’épisode maniaque, ou de levée 

d’inhibition (risque de suicide).  

2.3.2( Mécanismes d’action 

Pour traiter la douleur neuropathique, l’amitriptyline n’est efficace chez l'humain que si elle 

est administrée de façon chronique par voie orale (Sindrup et al., 2005). De la même manière, 

l’amitriptyline est efficace dans le modèle préclinique du cuff, dont la neuropathie est induite par 

compression du nerf sciatique chez la souris, avec lequel nous travaillons (Benbouzid et al., 2008). 

Néanmoins, l’amitriptyline entraine des effets antalgiques de manière aigue à plus fortes doses, via 

des mécanismes différents (Berrocoso et al., 2011 ; Kremer et al., 2018).  

a)! Mécanisme d’action aiguë 

L’amitriptyline bloque la recapture présynaptique de sérotonine et de noradrénaline (cf. 

Table 4, d’après Owens et al., 1997 et Tatsumi et al., 1997), par inhibition de leurs transporteurs 

(Finnerup, Sindrup, et Jensen, 2007). L’action analgésique aiguë induite par l’administration 

d’amitriptyline est médiée par la stimulation du système noradrénergique, due à l’accumulation de 

noradrénaline au sein des voies noradrénergiques du contrôle de la douleur, principalement 

depuis des projetions du locus coeruleus (Kremer et al., 2016). Cette accumulation va provoquer 

une sur-activation des récepteurs adrénergiques α2a au sein de la corne dorsale de la moelle 

épinière (Ghelardini, Galeotti, et Bartolini, 2000 ; Kremer et al., 2018), à l’origine de l’analgésie 
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(Di Cesare Mannelli et al., 2016). Dans une moindre mesure, l’amitriptyline peut moduler d’autres 

récepteurs, parmi lesquels les récepteurs muscariniques, cholinergiques, nicotiniques, 

histaminergiques, purinergiques et NMDA ; ou les canaux perméables au sodium, au potassium et 

au calcium (Casale, Symeonidou, et Bartolo, 2017). Le blocage des canaux ioniques induit par 

l’amitriptyline a par ailleurs été mis en évidence, à la suite d’une administration locale en crème 

intrathécale chez les rongeurs (Haderer et al., 2003 ; Kiani et al., 2015). De plus, l’approche locale 

a aussi montré une action analgésique chez l’Homme (Gerner et al., 2003), néanmoins la 

survenue d’effets indésirables tels qu’irritations ou prurit limite l’usage du procédé en clinique. 

Dans des modèles in vitro, l’application d’amitriptyline entraine aussi des modifications 

gliales, comme l’augmentation de la production du facteur neurotrophique dérivé de la glie 

(GDNF) (Hisaoka-Nakashima et al., 2015) ou l’augmentation de production d’autres facteurs 

neurotrophiques comme le BDNF (facteur neurotrophique dérivé du cerveau) ou le VEGF  

(facteur de croissance de l’endothélium vasculaire) dans les astrocytes (Kajitani et al., 2012). Par 

ailleurs, des travaux ont relevé que l’amitriptyline modulait l’expression de la connexine 43 

(Jeanson et al., 2016 ; Morioka et al., 2014), impliquée dans la formation de jonctions 

communicantes et en outre dans les interactions neurones-glie (cf. section 4, Letellier et al., en 

préparation). 
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Figure 3. Mécanisme d'action aiguë de l'amitriptyline dans la moelle épinière 

b)! Mécanisme d’action chronique 

L’amitriptyline met en jeu des mécanismes de plasticité au sein du système nerveux, à l’origine 

de son efficacité au long cours (Kremer et al., 2016). L’action chronique de l’amitriptyline est due 

à une activation des récepteurs adrénergiques β2 des cellules gliales satellites, localisées dans les 

ganglions dorsaux rachidiens. Cette activation, liée au recrutement de la noradrénaline au sein des 

terminaisons sympathiques, entraine la diminution du TNF-α, acteur majeur de la signalisation 

inflammatoire pro-nociceptive (Kremer et al., 2018 ; Yalcin et al., 2009). Aussi, l’administration 

chronique d’amitriptyline chez l’animal induit l’augmentation des transporteurs d’acides aminés 

excitateurs et des récepteurs GABAB dans la corne dorsale de la moelle épinière, et diminue 

l’expression du sous-type 2B des transporteurs au NMDA (Kremer et al., 2016). Enfin, il est à 

noter que les récepteurs opioïdes δ sont indispensables à l’action chronique de l’amitriptyline 

(Benbouzid et al., 2008). 

Fibres sensorielles Fibres de projection 

ou interneurones

↓ recapture                        noradrénaline 

↑ recapture glutamate

Fibres noradrénergiques descendantes
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Figure 4. Mécanisme d'action chronique de l'amitriptyline 

c)! Métabolisme 

L’amitriptyline est métabolisée dans le foie par le système cytochrome P450, où elle est 

transformée par déméthylation en nortriptyline. Ce métabolite actif présente des propriétés 

analgésiques, médiées par le blocage de la recapture de noradrénaline (Gillman, 2007 ; Walker et 

al., 1991). La demi-vie de l’amitriptyline est estimée entre 9 et 46 heures chez l’Homme (Cohen et 

De Vane, 1996) et à environ 5 heures chez l’animal (chien) après une administration par voie 

orale, avec un pic de concentration atteint en 1 heure (Norkus, Rankin, et KuKanich, 2015). 

La demi-vie de la notriptyline, après administration d’amitriptyline, est estimée entre 18 et 

48 heures chez l’Homme (Cohen et De Vane, 1996) et à environ 6 heures chez l’animal (Norkus, 

Rankin, et KuKanich, 2015).  

La nortriptyline est déméthylée en déméthylnortriptyline. Ces déméthylations sont 

principalement catalysées par l’enzyme CYP2C19, avec la participation d'autres formes 

enzymatiques du cytochrome à des concentrations plus élevées (CYP1A2, 3A4, 2C9) (Olesen et 

Linnet, 1997).  

Le CYP2D6 est la seule enzyme médiatrice de l'hydroxylation de l’amitriptyline (Linden et 

al., 2008). Ainsi, l’hydroxylation de l’amitriptyline conduit à la formation de E-10-

hydroxyamitriptyline et de Z-10-hydroxyamitriptyline. La nortriptyline est également hydroxylée 

Terminaisons sympathiques

Amitriptyline Noradrénaline Récepteur adrénergique !2

↓ TNF-!

Cellules gliales satellites
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en E-10-hydroxynortriptyline et Z-10-hydroxynortriptyline. Enfin, le CYP3A4 joue un rôle 

relativement mineur dans la clairance de l’amitriptyline in vivo (Venkatakrishnan et al., 2001). 

!

Molécule Transporteur de noradrénaline  

(Ki en nM) 

Transporteur de sérotonine  

(Ki en nM) 

Amitriptyline 15 – 18  2,8 – 4,3 

Nortriptyline 1,8 – 4,4 19 – 35  

Table 4. Sélectivité de l'amitriptyline et de la nortriptyline pour les transporteurs de 

sérotonine et de noradrénaline 

!

!

Figure 5. Métabolisme de l'amitriptyline 

NNT : déméthylnortriptyline ; EHAT : E-10-hydroxyamitriptyline ; EHNT : E-10-
hydroxynortriptyline ; ZHAT : Z-10-hydroxyamitriptyline ; ZHNT : Z-10-hydroxynortriptyline. 
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3! La méfloquine, de l’antipaludéen au repositionnement 

thérapeutique 

3.1! Traitement du paludisme 

Le paludisme, ou malaria, est une maladie infectieuse causée par des parasites du genre 

Plasmodium, dont quatre espèces sont impliquées dans les formes humaines (hôtes) de la maladie*. 

Ces parasites sont transmis par la piqûre de moustiques femelles hématophages du genre 

Anopheles (vecteurs). Arrivés dans la circulation sanguine, les parasites non différenciés peuvent se 

loger dans les cellules du foie afin de s’y reproduire, puis s’y différencier. Dès lors, ils peuvent 

rejoindre leur cible finale : les globules rouges (érythrocytes). Les premiers symptômes du 

paludisme sont des accès de fièvre paroxystiques qui surviennent lorsque les parasites sont en 

phase de reproduction. Les zones géographiques principalement concernées par le paludisme 

sont l’Afrique sub-saharienne, l’Asie du Sud-est, l’Amérique du Sud et le Moyen-Orient. Dans le 

monde, on estime que 214 millions de personnes en sont atteintes, et que 438 000 personnes en 

sont mortes en 2015, chiffre en diminution de 48% depuis les années 2000 (OMS, 2016). 

Jusque dans les années 1920, la quinine était utilisée pour traiter le paludisme. Extraite 

d’arbres ou arbustes du genre Cinchona pour ses propriétés antipyrétiques (diminuer la fièvre) 

depuis le XVIIe siècle, elle a fait place à l’utilisation de chloroquine, traitement phare contre 

paludisme à partir des années 1940. L’action antiparasitaire de ces traitements, mal connue, peut 

notamment s’expliquer par le blocage de la production d’hémozoïne, issue de la digestion de 

l’érythrocyte par le parasite, ce qui favorise l'accumulation d’hème cytotoxique dans le Plasmodium, 

néfaste pour lui (Foley et Tilley, 1997). Cependant, des phénomènes de pharmaco-résistance ont 

commencé à apparaître et ont été confirmés dans les années 1970-1980. Aussi, l’artémisinine a été 

isolée à partir d’extraits de plantes médicinales utilisées en médecine chinoise depuis des 

millénaires ; et la découverte de ses propriétés antipaludéennes a valu à la chercheuse Tu Youyou 

le prix Nobel de médecine en 2015. Dans le même temps, les groupes pharmaceutiques de 

l’époque développaient des dérivés de la famille des amino-4-quinoléines, dont fait partie la 

chloroquine. C’est là que la méfloquine a été synthétisée et a fait son entrée parmi les traitements 

de référence contre le paludisme depuis les années 1970 (Antuñano et Wernsdorfer, 1979 ; 

Karbwang et White, 1990). 

!

* P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale. Des cas d’infection à P. knowlesi ont été recensés, mais ne sont a 
priori pas transmis entre humains : il s’agirait d’une zoonose transmise par des moustiques ayant préalablement piqué 
des singes infectés (OMS, 2016). 
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3.1.1( Utilisation de la méfloquine 

La méfloquine est principalement commercialisée sous la forme Lariam®, mais est 

disponible sous forme générique. Elle s’administre par voie orale, sous la forme de comprimés de 

250 mg, sécables.  

Le traitement n’élimine que les parasites intra-érythrocytaires. En effet, la méfloquine n’a 

pas d’action sur les parasites exo-érythrocytaires qui sont localisés dans le foie. Elle peut être 

prescrite de façon prophylactique, c’est-à-dire en amont d’une exposition au parasite, pour 

empêcher son développement. Dans ce cas, la posologie est de 5 mg/kg (soit 1 comprimé pour 

un adulte de 50 kg), en une prise par semaine, à prendre une à deux semaines avant le voyage 

dans une zone concernée par le paludisme (medicaments.gouv.fr).  

Sinon, la méfloquine peut être administrée dans une optique curative, lorsque le paludisme 

est déclaré. En cas d’accès palustre la posologie est établie à 25 mg/kg, à prendre sur 24 heures. 

Néanmoins, une résistance à la méfloquine a été observée dans certaines régions, comme le 

Cambodge depuis les années 1980 (Giboda et Denis, 1988). Par ailleurs, la pharmaco-résistance 

aux traitements antipaludéens devenant de plus en plus diverse, des co-traitements avec 

l’artésunate, dérivée de l’artémisinine, ont été par la suite administrés.  

3.1.2( Effets indésirables de la méfloquine 

Largement donnée aux soldats de l’armée américaine pendant de la guerre du Vietnam, la 

méfloquine ne leur est plus donnée depuis 2009. Cette décision outre Atlantique tient surtout du 

fait qu’aux doses utilisées dans le paludisme, la méfloquine peut provoquer certains effets 

indésirables invalidants qui peuvent survenir bien après la prise du médicament et être 

difficilement réversibles. Parmi ces effets indésirables, on note des effets cardio-dépresseurs 

(Jaeger et al., 1987). De même, des douleurs abdominales et des vertiges sont reportés (Sowunmi 

et al., 1990), ainsi que des démangeaisons (Hoebe, de Munter, et Thijs, 1997). Par ailleurs, même 

lorsqu’elle est administrée en co-traitement avec l’artesunate, 90% des personnes traitées 

subissent des effets indésirables en essais cliniques : vomissements, maux de tête ou diarrhées 

(Keiser et al., 2014). 

Cela dit, les effets non désirés de la méfloquine les plus connus sont ceux qui ont un impact 

sur l’humeur et l’état mental. En effet, dans les années 1990, des cas de dépression ont commencé 

à être reportés après un traitement à la méfloquine (Caillon, Schmitt, et Moron, 1992). D’autres 

symptômes neurologiques semblent être induits par celle-ci, comme des cauchemars ou des 

troubles sensitifs (Burke, 1993), des hallucinations ou des psychoses (Dietz et Frölich, 2002 ; 

Wooltorton, 2002). En France, un cas a été récemment médiatisé : celui du chanteur belge 
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Stromae (Fourny, 2017), pour qui la prise de méfloquine lors d’une tournée en Afrique a entrainé 

des désordres psychiques importants. D’autre part, chez la souris, un effet anxiogène de la 

méfloquine a été observé (Heshmati et al., 2016). Afin de palier à ces effets indésirables, d’autres 

approches thérapeutiques ont été développées, notamment des co-thérapies administrant de 

l’atovaquone avec du proguanil (deux antiparasitaires), en complément de doxycycline 

(antibiotique). Il est ici à noter que ces effets sont liés à l’utilisation actuelle de la méfloquine, c’est 

à dire à dose relativement forte. 

3.1.3( Métabolisme de la méfloquine 

La méfloquine est métabolisée dans le foie et excrétée principalement dans la bile et les 

selles (Karbwang et White, 1990). Elle est métabolisée par le complexe cytochrome P450, en 

particulier par l’enzyme CYP3A4, puis transformée carboxyméfloquine et dans une moindre 

mesure en hydroxyméfloquine (Fontaine et al., 2000) qui sont des métabolites inactifs contre le 

paludisme. Un rôle possible du CYP2E1 dans la métabolisation de la méfloquine a été identifié, 

mais non confirmé. D'autres études ont proposé une implication du CYP2B et du CYP2C dans le 

métabolisme de la méfloquine mais aucun de ces résultats n'a été confirmé en raison du manque 

d'inhibiteurs spécifiques de ces sous-familles (Fontaine et al., 2000). 

La carboxyméfloquine est retrouvée dans le plasma 2 à 4 heures après l'administration 

d'une dose orale unique (Schwartz et al., 1982 ; Schwartz et al., 1980), d'une dose fractionnée 

(Franssen et al., 1989) et de doses multiples de méfloquine (Mimica et al., 1983). Les 

concentrations plasmatiques maximales, environ 50% plus élevées que celles de la méfloquine, 

sont atteintes deux semaines après administration. Par la suite, les concentrations plasmatiques du 

métabolite principal et de la méfloquine diminuent à un rythme similaire.  

!

Figure 6. Métabolisme de la méfloquine. 
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3.2! Effets de la méfloquine dans le système nerveux 

En dehors de son utilisation dans le traitement du paludisme pour ses effets schizonticides, 

la méfloquine a montré d’autres actions pharmacologiques. En effet, une étude de cas récente a 

montré que l’utilisation de méfloquine en co-traitement avec de la mirtazapine (un antidépresseur 

tétracyclique) pourrait permettre le traitement de la leucoencéphalopathie multifocale progressive 

démyélinisante induite par le SIDA chez un homme de 64 ans (Hamaguchi et al., 2019). 

Chez l’animal, diverses interactions possibles de la méfloquine avec le système nerveux ont 

été reportées. Ainsi, certaines études ont mis en évidence le fait que la méfloquine était un 

inhibiteur potentiel de cholinestérase et qu’elle permettait l’augmentation d’acétylcholine au sein 

des synapses neuromusculaires (McArdle et al., 2006). D’autres travaux ont montré que cette 

activité anticholinestérasique permettait l’augmentation du relargage de GABA dans des neurones 

en culture (Zhou, 2006). Par ailleurs, certaines études ont mis en évidence l’action anti-

nociceptive des inhibiteurs de cholinestérase (Eldufani et Blaise, 2019). Toutefois, cette action a 

été relevée pour des concentrations locales de méfloquine relativement élevées (à partir de 

10 µM). 

Une autre cible identifiée de la méfloquine serait à travers le blocage des jonctions 

communicantes (cf. section 4, Letellier et al., en préparation), et notamment les connexines, 

protéines importantes dans la formation de ces jonctions. Chez l’Homme, cette action a interrogé 

quant aux risques de fausse couche dans le cadre du traitement antipaludéen (Nevin, 2011), mais 

une récente méta-analyse indique que la méfloquine ne présente pas de risque durant la grossesse 

(González et al., 2018). 

Chez l’animal, il a été montré que le blocage des connexines par la méfloquine pouvait 

affecter l’expression circadienne du gène PER2 (Koo et al., 2015), impliqué dans l’horloge 

biologique, et diminuer la durée du sommeil paradoxal après une co-thérapie avec l’amitriptyline 

(données Theranexus). D’autre part, cette action sur les connexines et les jonctions 

communicantes a aussi été proposée comment pouvant être anti-nociceptive (Chen et al., 2018 ; 

Ouachikh et al., 2018a) et pouvant amplifier les effets de l’amitriptyline dans le traitement des 

douleurs neuropathiques (Jeanson et al., 2016), avec des doses de méfloquine bien plus faibles 

que celles utilisées contre le paludisme. 

C’est cet effet de la méfloquine qui constitue le cœur de mon travail expérimental de thèse. 

La section suivante, sous la forme d’une revue, détaille les connaissances actuelles sur les 

protéines transmembranaires, que sont les connexines et les pannexines, et leur influence 

potentielle sur la douleur et son traitement. 
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4! Connexins and pannexins in pain models and treatment 

Baptiste Letelliera,b, Ipek Yalcina, Mathieu Charvériatb, Michel Barrota,* 
a Centre National de la Recherche Scientifique, Université de Strasbourg, Institut des Neurosciences 

Cellulaires et Intégratives, F-67000 Strasbourg, France 

b Theranexus, F-69008 Lyon, France 

 

 

La méfloquine étant un bloqueur potentiel des connexines et des pannexines, il apparaissait 

essentiel de faire le point sur ce qui était connu de ces protéines dans la douleur. Une revue de la 

littérature a donc été réalisée et est présentée dans cette section. 

 

 

4.1! Abstract 

Connexins and pannexins are important transmembrane proteins involved in cell signaling 

and communication. Forming hemichannels and gap junctions, they contribute to the 

intercellular diffusion of ions and small molecules. In neurons and in glial cells, the expression 

and function of these proteins are dysregulated during pain induction and maintenance, in brain, 

spinal cord and dorsal root ganglia. Moreover, the modulation of gap junctions, or more directly 

of connexins or pannexins, can reduce painful symptoms in animal models. This review of the 

literature highlights studies addressing the implication of connexins and pannexins in animal 

models of pain, and the impact of treatments targeting these transmembrane proteins on pain 

symptoms. 

!  
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4.2! Introduction 

Chronic pain is a significant public health issue. For patients, chronic pain can be a burden 

affecting various aspects of life, from health to professional and social life. For the society, it has 

a high socio-economic cost, concerning not only healthcare but also work productivity and 

absenteeism. At some point in their life, 20 to 30% of the population is affected by chronic pain, 

with an estimated socio-economic cost in the USA superior to cardiovascular conditions, cancer 

or diabetes (Gaskin and Richard, 2012). Unfortunately, the therapeutic solutions offered to 

chronic pain patients are endowed with limited efficacy and frequent adverse effects (Bialas et al., 

2019; Dale and Stacey, 2016; Stein and Kopf, 2019). Moreover, therapeutic progress remains slow 

and limited, highlighting the necessity for scientific progress in our understanding of pain and in 

developing new therapeutic strategies.  

Over the past twenty years, studies have shown that the neurological processes 

contributing to the development and maintenance of various types of chronic pain involve 

inflammatory and plasticity phenomena; and some of these studies suggested an involvement of 

the transmembrane proteins that constitute the gap junctions, in particular connexins. 

Accordingly, modulating connexin function could also contribute to pain relief (Jeanson et al., 

2016; Lee-Kubli et al., 2016a; Willebrords et al., 2017; Xu et al., 2014). This review is covering the 

studies that have addressed the involvement of transmembrane proteins, connexins but also their 

analogs pannexins, in pain processing and in pain relief. 

Firstly described in the 1970s, connexins are the major component of gap junctions, which 

are transmembrane protein complexes expressed in a wide variety of tissues in chordates 

(Okamura et al., 2005; Sasakura et al., 2003), such as the liver (Goodenough, 1974), the heart 

(Lambiase and Tinker, 2015) or the nervous system (Willebrords et al., 2017). Now mostly 

denominated according to their molecular weight (in kDa), connexins include four 

transmembrane domains and can group to form sets of six connexins (same or different) named 

connexon (Laird and Lampe, 2018) (Figure 7). At this stage, a connexon can form a hemichannel, 

a pore allowing the passive diffusion of small molecules (less than 1 kDa) such as ATP, 

glutamate, D-serine and NAD+ and ions, including potassium and calcium (Sáez et al., 2005; 

Wang et al., 2013). Those hemichannels are physiologically preferentially closed, but can open 

depending on calcium concentration (Decrock et al., 2011), and their width is also sensitive to 

membrane potential and to post-translational modifications such as phosphorylation (Hervé and 

Derangeon, 2013).  

Phosphorylation of connexins can have a significant role in their trafficking and can also 

interfere with the interactions that connexins may have with other proteins, such as calmodulin 
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or P2X7 purinergic receptors for connexin 43 (Cx43) (Hervé et al., 2012). Depending on the 

involved phosphorylation pathway, the impact on connexin hemichannel function may be slight 

or significant, although connexin phosphorylation tends to inhibit hemichannel opening 

(Johnstone et al., 2012). 

Connexons from different cells can also associate to form a gap junction (Laird and 

Lampe, 2018). In the nervous system, electrophysiological communication between cells occurs 

through chemical synapses and the release of transmitters induced by electrical activity, or 

through electrical synapses composed of gap junctions. Numerous connexins are expressed in the 

nervous system and are generally not specific to a cellular type. While the main neuronal 

connexin is connexin 36 (Cx36), connexin 32 (Cx32) is expressed by neurons, oligodendrocytes 

and microglia; astrocytes mainly express connexin 43 (Cx43), connexin 30 (Cx30) and to a lesser 

extent connexin 26 (Cx26) (Lapato and Tiwari-Woodruff, 2018). Connexins participate in 

communication between cells of the nervous system by forming neuron-neuron, neuron-glia, or 

glia-glia gap junctions (Lapato and Tiwari-Woodruff, 2018). Hence, gap junction-coupled 

neurons contribute to synchronization activity and form a dynamic network within the nervous 

system. Connexins play an essential role in sleep (Charvériat et al., 2017; Clasadonte et al., 2017) 

and in the maintenance of brain activity (Dere and Zlomuzica, 2012), and may therefore be 

involved in pathologies when dysregulation of such coupling occur (Hansson and Skiöldebrand, 

2015; Xing et al., 2019); they have been considered as new therapeutic targets in various 

neurological indications (Charvériat et al., 2017; Duchêne et al., 2016; Jeanson et al., 2016; Sauvet 

et al., 2019).  

Pannexins have a different gene sequence than connexins but have a similar secondary and 

tertiary structure, and they also share properties with innexins, which are transmembrane proteins 

that constitute gap junctions in invertebrates (Baranova et al., 2004; Bruzzone et al., 2003; Phelan 

and Starich, 2001). While it is commonly accepted that pannexins cannot form gap junctions 

(Sosinsky et al., 2011), they form channels that can diffuse ATP (Iglesias et al., 2009) and ions 

that are preferentially negative (Ma et al., 2012; Nielsen et al., 2019), and their activity is sensitive 

to several stimuli such as potassium or calcium buffering (Chiu et al., 2017). 

!



 Première partie – Introduction  

!

50 

!

Figure 7. Connexins and pannexins are transmembrane proteins sharing similar 

properties.  

Connexins have four transmembrane domains, two extracellular loops and one intracellular 
loop, and intracellular N- and C-terminal extremities. The assembly of six connexins constitutes 
a connexon, which forms a hemichannel allowing the passage of molecules below 1 kDa when 
opened. Connexons from different cells can be associated to form structures called gap 
junctions. Pannexins share similar conformations with connexins but present a glycosylation site 
on one of the two extracellular loops. A pannexon forms a hemichannel notably allowing the 
exchange of ATP. 

4.3! Connexins in inflammatory pain 

Inflammation is a biological response of the body tissues to harmful stimuli. It involves an 

activation of the immune system, manifests in various ways, such as redness, heat and swelling, 

and is frequently associated with pain, including both hyperalgesia and allodynia. In experimental 

models of inflammatory pain, the expression of connexins can be impacted, in particular Cx43, 

potentially in relation with actors of the inflammatory signaling pathways (Table 5). 

4.3.1( Connexins in trigeminal inflammation 

The trigeminal system is composed of i) the trigeminal nerve, which is divided in 

ophthalmic, maxillary and mandibular nerves, ii) the trigeminal ganglion, which is the equivalent 

of dorsal root ganglia for spinal cord, and iii) trigeminal nuclei, which are located in the pons. 

This ensemble controls sensory and motor functions of the innervated parts of the face. An 

inflammation affecting trigeminal areas can lead to a change in connexin expression. Indeed, the 

injection of capsaicin or of complete Freund adjuvant (CFA) into the temporomandibular joint 

leads to increased expression of connexins 26, 36 and 40, but not Cx43, in the trigeminal 

ganglion (Garrett and Durham, 2008). An increase in Cx43 levels was however found in a 

trigeminal nucleus following CFA injection in the masseter muscle (Guo et al., 2007). CFA 
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injection in the dental pulp of the upper second molar also increased the co-labeling of Cx43 and 

of the glial fibrillary acidic protein (GFAP), in the satellite glial cells of the trigeminal ganglion 

(Komiya et al., 2018). In addition, the neuron-glia coupling in dissociated cell culture prepared 

from the trigeminal ganglion was strongly enhanced following systemic lipopolysaccharide (LPS) 

injection, which was suppressed by applying a broad blocker of gap junctions (carbenoxolone) to 

the cell culture (Spray et al., 2019). 

 Together, these data indicate that inflammatory conditions in the trigeminal system can 

increase the expression of some connexins. Such increase could explain the increase in neuron-

glia coupling, and thus contribute to trigeminal pain by changing the ionic balance that promotes 

neuronal excitability. 

4.3.2( Connexins in other models 

Connexins have been studied in animal models of inflammation using CFA, formalin 

(Fischer, 1905) or carrageenan (Benitz and Hall, 1959).  

After an injection of formalin into the hindpaw of the rat, an increase in the coupling of 

the gap junctions between oligodendrocytic Cx32 and astrocytic Cx43 was shown at the lumbar 

level of the spinal cord compared to control animals (Qin et al., 2006). In this study, intrathecal 

administration of fluorocitrate (a blocker of astrocyte metabolism) or of the gap junction blocker 

carbenoxolone increased paw withdrawal latency to heat after formalin injection, which showed 

an impact of glial cells and connexins in the relief of formalin-induced pain. On the other hand, 

an unilateral intraplantar injection of carrageenan in rats led to the rapid development of an 

ipsilateral mechanical hypersensitivity, which became bilateral within 5 days and lasted up to 10 

days in rats (Choi et al., 2017). In this condition, Cx43 and GFAP expressions were increased 

compared to sham animals in the dorsal horn of the spinal cord, 5 days and 10 days after 

injection, an effect antagonized by the interleukine 1β (IL-1β). In the same model, the blockade 

of gap junctions by carbenoxolone or by Gap26 (a Cx43 blocking peptide) suppressed the 

contralateral increase in D-serine in the lumbar spinal cord during the late phase of inflammation 

(Choi et al., 2018), further involving astrocyte signaling and connexins in the spinal treatment of 

inflammatory pain. 

Connexins can also be modulated by other types of inflammation, independently of the 

localization of the inflammation. As example, in a model of cyclophosphamide-induced bladder 

inflammation (cystitis) in mice, Cx43 RNA levels in the bladder were increased 6 hours after 

treatment and protein levels at 24 hours after treatment (Okinami et al., 2014). 
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This influence of inflammation can also be found in ex vivo culture experiments. Indeed, 

an introduction of LPS in a culture of enteric glial cells from mice chronically treated with 

morphine (at doses from 1 to 100 µg/mL) increased Cx43 mRNA levels, concomitantly with an 

increase in extracellular levels of ATP that could be reduced by carbenoxolone application 

(Bhave et al., 2017). In this study, increases in mRNAs of P2X4 and P2X7 purinergic receptors 

and in IL6 and IL-1β interleukins suggested that inflammation in this model may be supported by 

these actors. In addition, the activation of purinergic receptors by ATP in the enteric glia has 

been shown to be responsible for an increase in intracellular calcium mediated by Cx43 and nitric 

oxide (NO), resulting in cell death of enteric neurons (Brown et al., 2016; Delvalle et al., 2018). 

Interestingly, when human keratinocytes in culture are removed from their environment and 

exposed to air, this cellular stress induces a release of ATP and an increase in hemichannel 

activity, as shown by an increase in the recapture of yellow lucifer dye (Barr et al., 2013). This 

release of ATP was shown to be concomitant with an increase in Cx43 RNA levels, and 

treatment of the culture with carbenoxolone reduced this ATP release. These various data from 

cell culture experiments illustrate the modulation of Cx43 by inflammatory or stress factors, and 

highlight a reciprocal interaction between ATP signaling and connexin-mediated cell coupling in 

an inflammatory context 

Links between inflammatory signaling, changes in connexin expression and pain have also 

been evidenced in cancer-related pain models. Indeed, in a rat model of bone cancer, an 

inoculation of cancerous cells in the tibia caused a mechanical hypersensitivity which was 

accompanied by an increase in the phosphorylated form of Cx43 as well as in chemokine 

CXCL12 in the dorsal horn of the spinal cord (Hang et al., 2016), and both increases were 

suppressed by the selective Cx43 blocker Gap26. In a model where cancer cells were 

administered in the femur of mice, authors found an increase in a marker of astrocytes (GFAP) 

and in Cx43 levels. However, at the same time, this model displayed a decrease in the 

phosphorylated form of Cx43, and treatment with the Cx43 blocker Gap26 reduced mechanical 

hypersensitivity without changing the total Cx43/phosphorylated Cx43 ratio (Li et al., 2017). In 

the same model, spontaneous pain and mechanical hypersensitivity were accompanied with an 

increase in GFAP and Cx43 levels in spinal astrocytes, where co-localization with the 

phosphorylated form of the NR2B NMDA receptor subunit was shown (Yang et al., 2018). In 

this case, carbenoxolone treatment decreased the expression of GFAP, Cx43 and the NMDA 

subunit, as well as painful symptoms. Furthermore, in a mouse model of cancer-induced bone 

pain, chronic carbenoxolone delayed movement-evoked and on-going pain (Falk, 2018), leading 

to propose it for cancer pain therapy. Beyond pain, connexins have been recently suggested to 
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more broadly serve as potential biomarkers for cancer prognosis and as therapeutic targets for 

intervening on metastasis and chemoresistance (Aasen et al., 2019; Wu and Wang, 2019). 

 

!

Table 5. Changes in connexin expression and function in in vitro or in vivo models of 

inflammatory pain. 

Cx: connexin; CFA: complete Freund adjuvant; DRG: dorsal root ganglia; HC: hemichannel; 
IFN-γ: interferon γ; TNF-α: tumor necrosis factor α. 
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4.4! Connexins in neuropathic pain 

Neuropathic pain arises as a direct consequence of a lesion or disease affecting the 

somatosensory system. It can thus be consecutive to nerve injuries (such as nerve sections or 

compression), metabolic diseases (such as diabetes), infectious diseases (as for post-herpetic 

neuralgia), and to exposure to neurotoxic compounds (such as chemotherapy drugs). In 

neuropathic pain models, connexins can be dysregulated at various levels in the somatosensory 

system, and their modulation can impact neuropathic pain symptoms (Table 6). 

4.4.1( Cx43 in the model of sciatic nerve chronic constriction injury (CCI) 

The CCI surgery consists in surrounding the main branch of the sciatic nerve by “loosely 

tied” ligatures (Bennett and Xie, 1988). In this model, the induction of nociceptive symptoms is 

accompanied by an increase in Cx43 levels. Indeed, in rats, there are increased levels of Cx43 

protein (but not necessarily mRNA) in the sciatic nerve and in the related dorsal root ganglia on 

the 12th day post-surgery (Neumann et al., 2015). In the spinal cord, such increase can already be 

detected 3 days after surgery, but is no more present 20 days later (Wu et al., 2011). However, the 

phosphorylated form of Cx43 remains high in the spinal cord over this 3-week period, 

concomitantly with a gradual decrease in ATP-sensitive potassium channels (Wu et al., 2011). 

Intrathecal delivery of an ATP-sensitive potassium channel opener (cromakalim) transiently 

alleviates thermal and mechanical hypersensitivity, and antagonizes the increase in Cx43 

phosphorylation (Wu et al., 2011). 

In CCI mice, levels of Cx43 also increase in the spinal cord, concomitantly with GFAP 

(Chen et al., 2014; Tonkin et al., 2018). This increase concerns both male and female mice (Chen 

et al., 2018) lasts over 3 weeks post-surgery (Chen et al., 2014). In primary cultures of astrocytes, 

TNF# treatment increased Cx43 levels (Western blot), hemichannel activity (dye coupling) and 

induced the release of the chemokine CXCL1. This release was reversed in the astrocyte culture 

by the gap junction pharmacological blocker carbenoxolone, by selective peptidic Cx43 blockers 

(Gap27 and Gap26) and by Cx43-siRNA (Chen et al., 2014), suggesting potential interactions 

between Cx43 and inflammatory processes that may also occur in neuropathic pain. Accordingly, 

the intrathecal delivery of the Cx43 mimetic Peptide5, which inhibits Cx43 hemichannel function 

by interfering with one of its extracellular loop (Kim et al., 2017), decreased CCI-induced 

mechanical hypersensitivity, Cx43 over-expression, spinal glial activation, ATP release, as well as 

inflammasome protein levels, 8 hours after injection (Tonkin et al., 2018). Similarly, the 

intrathecal delivery of carbenoxolone or of peptidic Cx43 blockers (Gap27 and Gap26) also 
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restored sensitivity thresholds in CCI mice (Chen et al., 2014), further confirming the interest of 

targeting Cx43 to reduce symptoms in pain induced by nerve constriction. 

4.4.2( Cx43 in spinal nerve ligation (SNL) models 

The SNL model is based on a ligation of the L5 and L6 spinal nerve (Kim and Chung, 

1992). In the rat SNL, an increase in GFAP immunoreactivity is observed ipsilaterally in the 

spinal cord dorsal horn, at post-injury days 1, 3, 7 (Wang and Sun, 2017) and 14 (Wang and Sun, 

2017; Xu et al., 2014), but data are yet inconsistent concerning Cx43 levels. Indeed, one study 

reported that the expression of Cx43 as well as its hemichannel activity increased 7 days after 

surgery (Wang et Sun, 2017), while another study reported a bilateral decrease compared to sham 

animals (Xu et al., 2014). Nevertheless, decreasing Cx43 levels by long-term intrathecal delivery 

of a carbon monoxide (CO)-releasing molecule (CORM-2) partially inhibited mechanical and 

thermal hypersensitivity (Wang and Sun, 2017). Moreover, a more direct inhibition of Cx43 

expression by the intrathecal delivery of an anti-Cx43 siRNA in SNL rats also decreased 

ipsilateral Cx43 protein levels in the dorsal horn of the spinal cord, and reduced mechanical 

hypersensitivity (Xu et al., 2014). In this model, inflammatory processes may contribute to Cx43 

regulation. Indeed, protein expression of chemokine CXCL12 and of its receptor CXCR4 were 

upregulated in the spinal cord after SNL (Liu et al., 2019), and the intrathecal delivery of a 

CXCR4 antagonist decreased Cx43 mRNA levels and transiently and partially alleviated thermal 

and mechanical hypersensitivity. 

In this model, while it is clearly established that blocking of Cx43 reduces painful 

symptoms, further studies would be required to clarify Cx43 expression changes and whether 

these changes may evolve over time. 

4.4.3( Cx43 in models of spinal cord injury (SCI) 

In female rats at 4 weeks after T3 transection, Cx43 expression was increased in C6-C8 

cervical dorsal horn, together with glial and plasticity markers, such as GFAP or Iba1 (Lee-Kubli 

et al., 2016). Beyond the spinal cord, Cx43 and GFAP expression also increased in the satellite 

glial cells of the corresponding dorsal root ganglia. In this model, carbenoxolone, or the Gap26 

and Gap27, selective Cx43 peptidic blockers, decreased transiently the tactile hypersensitivity. 

Moreover, early intraperitoneal treatment at surgery time with Peptide5, reduced the volume of 

spinal cord lesion, together with a reduction in GFAP, Iba1 and Cx43 immunolabelling (but an 

increase in phosphorylated Cx43) (Mao et al., 2016; Mao et al., 2017). 
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In female mice, the transgenic deletion of Cx43 and Cx30 prevented the increase in levels 

of GFAP and Iba1 and the development of nociceptive symptoms after T11 spinal cord injury 

(Chen et al., 2012). Comparably, in male mice, a T11-12 hemisection increased GFAP and Cx43 

levels in the lumbar dorsal horn from 7 to 28 days after injury; and fluorocitrate (blocker of 

astrocyte metabolism), carbenoxolone, and Gap26, all transiently reduced SCI-induced 

mechanical hypersensitivity (Choi et al., 2016). 

4.4.4( Cx43 in trigeminal neuropathic pain models 

In the rat model of orofacial pain induced by infraorbital nerve constriction (CCI-ION), 

Cx43 expression, together with GFAP expression, has been shown to increase in satellite glial 

cells after surgery (Vit et al., 2006; Ohara et al., 2008). In these rats, blocking the function of 

Cx43 by RNA interference in trigeminal nuclei reduced eye blinking, a measure of spontaneous 

nociceptive behavior, as well as mechanical hypersensitivity as measured by von Frey filaments 

(Ohara et al., 2008; Jasmin et al., 2010). 

After inferior alveolar nerve transection, Cx43 expression also increased in satellite glial 

cells; and its reduction by Gap27 reduced mechanical hypersensitivity (Kaji et al., 2016). 

4.4.5( Cx43 in other models 

In most models, Cx43 has been reported to be upregulated in nociceptive pathways after 

injury. After perineural horizontal incision of the sciatic nerve in rats, such increase has been 

observed in the sciatic nerve itself (Ohta et al., 2005). In the model of spared nerve injury (SNI), 

which consists in ligaturing tightly two of the three branches of the sciatic nerve, before doing a 

distal axotomy of these two branches (Decosterd and Woolf, 2000; Shields et al., 2003), Cx43 

levels were upregulated in the spinal cord (Zhou et al., 2017). In this model, the expression of the 

K+ channel TRESK (kcnk18) by intrathecal viral-mediated gene transfer partially prevented the 

increase in Cx43, as well as in GFAP and Iba1, and decreased mechanical hypersensitivity. In a 

rat model of oxaliplatin chemotherapy-induced neuropathic pain, Cx43 levels also increased in 

the spinal cord (Yoon et al., 2013), and a repeated treatment with intrathecal carbenoxolone 

prevented the development of mechanical hypersensitivity, as well as the increase in GFAP 

protein levels. 

Reported findings however differed in the partial sciatic nerve ligation (PSNL) model in the 

mouse. This model is obtained by partially ligaturing the main branch of the sciatic nerve after 

passing a silk thread through the nerve and tightening it to 1/3 to 1/2 of the nerve diameter 

(Seltzer, Dubner, and Shir, 1990). In this model, Cx43 expression has been reported to decrease 
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after surgery; and up-regulating its expression by a viral-mediated gene transfer partially alleviated 

mechanical hypersensitivity (Morioka et al., 2015). Furthermore, an anti-TNFα treatment 

(lycopene) partially reversed PSNL-induced Cx43 protein down-regulation in mice, as well as 

mechanical hypersensitivity; likewise lycopene also reversed the TNFα-induced Cx43 protein 

under-expression in rat spinal astrocytes culture, without affecting Cx43 mRNA levels (Zhang et 

al., 2016). In line with these findings, the L5-L6 intrathecal inhibition of Cx43 by siRNA injection 

in naive animals was reported to be sufficient to induce mechanical hypersensitivity (Morioka et 

al., 2015; Morioka et al., 2018). Moreover, blocking the Cx43 expression by Cx43-siRNA 

increased pronociceptive interleukin-6 (IL-6) as well as cyclooxygenase-2 (COX-2) protein levels 

in rat spinal astrocytes culture (Morioka et al., 2018). 

Taken together, these results indicate that Cx43 and inflammatory processes in neuropathic 

pain may influence each other. Moreover, results of Cx43 manipulation in naïve animals are 

supportive of observations also done in a trigeminal-related study (Vit et al., 2006), suggesting 

that Cx43 influence on nociception may vary depending on the presence or no of a pain state. 

4.4.6( Other connexins in neuropathic pain models 

Besides Cx43, the other most studied connexin in models of neuropathic pain has been 

Cx36. Cx36 immunolabelling has been reported as increased in the spinal cord following SNI in 

rats (Zhou et al., 2017). Similarly, after CCI, levels of Cx36 were upregulated in the anterior 

cingulate cortex; and a downregulation by preventive siRNA injections blocked the development 

of mechanical hypersensitivity (Chen et al., 2016a). In the same study, gap junction inhibition by 

repeated intracerebroventricular microinjections of mefloquine or of carbenoloxone decreased 

SNI-induced mechanical and thermal hypersensitivity, and intraperitoneal treatment with 

mefloquine delayed the development of mechanical hypersensitivity. After CCI-ION in rats, an 

increase in Cx36 has also been observed, mainly in GABAergic neurons in several laminae of the 

medullary dorsal horn; and mefloquine treatment was shown to decrease mechanical allodynia 

(Ouachikh et al., 2018b).  

Contrary to the above results, Cx36 levels were reported to be decreased in the spinal 

dorsal horn in the PSNL mouse model (Nakamura et al., 2015), similar to data of the same 

research group concerning Cx43 (Morioka et al., 2015). They also showed, in naïve mice, that 

Cx36 siRNA injections were sufficient to induce a mechanical hypersensitivity (Nakamura et al., 

2015). Along with these observations, Cx36 mRNA levels were decreased in rat L4 dorsal root 

ganglia after sural spared nerve injury (Pérez Armendariz et al., 2018).  
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Apart from Cx43 and Cx36, few studies have explored other connexins in pain models. In 

a rat model of nerve lesion (crush injury), an increase in the level of expression of Cx37 mRNAs 

in the sciatic nerve accompanied thermal hypersensitivity. However, this change did not occur in 

the spinal cord (Lin et al., 2002). 

!

Table 6. Changes in connexin and pannexin expression and function in in vivo models of 

neuropathic pain. 

ACC: anterior cingulate cortex; Cx: connexin; d: day; DRG: dorsal root ganglia; 
HC: hemichannel; Panx: pannexin. 
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4.5! Pannexins and pain 

Pannexins are transmembrane proteins that share secondary and tertiary homologies with 

connexins in vertebrates and therefore contribute to the formation of transmembrane channels 

that allow the diffusion of small molecules between the intracellular and the extracellular space. 

As for now, there is controversy about the ability of pannexins to form cell-cell junctions, 

although it has been seldomly reported (Ishikawa et al., 2011; Tang et al., 2008) Three pannexins 

(Panx) have been identified, Panx1, Panx2 and Panx3, but data involving pannexins in pain is 

currently limited to Panx1, which is expressed from the early stages of embryonic development 

within the central and peripheral nervous system (Raslan et al., 2016). Panx1 contributes to ATP 

and glutamate release and is an important contributor to calcium signaling via interactions with 

neuronal NMDA receptors and glial P2X7 receptors (Bravo et al., 2015). Also, Panx1 is regulated 

by ATP, which can induce its internalization (Boyce et al., 2015). Morphine is a pain treatment 

whose cessation causes a withdrawal syndrome. It has been shown that symptoms of withdrawal 

are accompanied by the release of ATP by microglia and that the activation of Panx1 was 

necessary for this release (Burma et al., 2017). Furthermore, blocking Panx1 by using either the 

10Panx mimetic peptide, probenecid or mefloquine reduced the morphine withdrawal scores and 

thus led to propose Panx1 as a potential therapeutic target to treat morphine withdrawal (Burma 

et al., 2017). 

In animal models of pain, pannexins’ expression is dysregulated and contributes to the 

pathophysiology of pain. Indeed, in the SNL rat model, Panx1 mRNA levels increased after 

surgery in the dorsal root ganglia (but not in the spinal cord) (Zhang et al., 2015), and the 

intrathecal administration of 10Panx or of carbenoxolone transiently relieved mechanical 

hypersensitivity in a dose-dependent manner. Similarly, in the model of rat sural nerve 

transection, a modified model inspired by the SNI, the intrathecal treatment of 10Panx partially 

blocked the injury-induced decrease in C-reflex (a measure of leg muscle response, evoked by 

electrical stimulation of tibial and peroneal nerves), and provided a temporary relief of 

mechanical hypersensitivity in a dose-dependent manner (Bravo et al., 2014). In this study, 

carbenoxolone and probenecid, which also blocks Panx1, had similar effects on mechanical 

sensitivity relief. Interestingly, genetic manipulation of pannexins in animals can also affect 

nociceptive manifestations. Indeed, a global deletion of Panx1 prevented the development of 

mechanical hypersensitivity in a mouse model of orofacial CFA injection (Hanstein et al., 2016). 

Moreover, the targeted deletion of Panx1 in GFAP-positive cells completely prevented the 

development of mechanical hypersensitivity after CFA administration, whereas the targeted 
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deletion of Panx1 in neurons partially decreased it and accelerated the recovery (Hanstein et al., 

2016). 

In a model of chemotherapy-induced neuropathic pain, the mechanical hypersensitivity and 

thermal hypersensitivity induced by repeated oxaliplatin treatment were dose-dependently 

suppressed by the intrathecal administration of 10Panx (Di Cesare Mannelli et al., 2015). In this 

study, oxaliplatin increased glutamate release induced by P2X7 receptor activation in 

synaptosome preparations; and this increase was blocked by treatment with P2X7 receptor 

inhibitors or with Panx1 blockers (carbenoxolone, erioglaucine and 10Panx), corroborating the 

implication of Panx1/P2X7 interactions in this model. Such interaction has been shown both in 

rats and mice, as illustrated by pharmacological or genetic manipulation of the P2X7-Panx1 

complex which modified cortical depolarization properties as well as the expression of 

inflammatory markers such as the calcitonin gene-related peptide (CGRP) and IL-1β (Chen et al., 

2017). 

Similarly to Cx43, Panx1 appears to also be involved in inflammatory processes. Indeed, 

histamine, an inflammatory mediator, increases calcium release in cultured fibroblasts and ATP 

release, which is mediated by Panx1 hemichannels (Pinheiro et al., 2013). Also, the application of 

the proinflammatory fibroblast growth factor FGF-1 modulates calcium release and promoted 

the release of ATP, which activated P2X7 receptors, the opening of Panx1 hemichannels and of 

Cx43 hemichannels, further increasing ATP release in rat spinal astrocytes culture (Garre et al., 

2016). Although this study did not determine the involvement of Panx1 or Cx43 in pain, it did 

support mechanistic interactions between these two proteins during inflammatory phenomena in 

the spinal cord. 
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Table 7. Impact of gap junction modulators, and connexin or pannesin modulators in 

pain models. 

CCI: chronic constriction injury; CCI-ION: chronic constriction injury of the infraorbital nerve; 
CIBP: cancer-induced bone pain; CIPN: chemo-induced neuropathy; Cx: connexin; HC: 
hemichannel; i.c.v.: intracerebroventricular; i.p.: intraperitoneal; i.t.: intrathecal; LPS: 
lipopolysaccharide; SCI: spinal cord injury; SNI: spared nerve injury; SNL: spinal nerve ligation. 

4.6! Discussion 

It has been repeatedly shown in rodent models that pain affects the expression and 

function of connexins, in particular Cx43 (Table 5 and Table 6). Indeed, most studies published 

on the topic reported an increase in the expression of this connexin in nociceptive pathways, 

associated to the presence of thermal or mechanical hypersensitivity. This increase occurred in 

parts of the nociceptive pathways (dorsal root ganglia and/or spinal cord) that are associated to 

the injury/inflamed site in neuropathic pain or inflammatory pain models. Such increase in Cx43 

expression would potentially promote the formation of gap junctions, and thus astrocyte 

communication. Beside changes in expression, the function of Cx43 hemichannels is also 

modulated in models of neuropathic or inflammatory pain. The modification of the ionic, 

electrical and molecular balance induced by connexin changes could therefore contribute to the 

onset or maintenance of pain, which is known to be associated with ectopic activity of spinal 
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neurons in the pathophysiology of neuropathic pain (Inquimbert et al., 2012; North, Lazaro, and 

Dougherty, 2018). 

Some studies, however, reported a decrease in connexin expression in two in vivo models of 

neuropathic pain and in one model of inflammation in cell culture. Two studies from the same 

research team showed a decrease in Cx43 (Morioka et al., 2015) and in Cx36 (Nakamura et al., 

2015) in the PSNL model of neuropathic pain. Those findings, which differ from the other 

reports in neuropathic pain models, may reflect a model specificity and would thus require 

independent confirmation. In addition, potential contradictory data concerning Cx43 were also 

reported in the SNL model (Xu et al., 2014; Wang and Sun, 2017), but the assessment of Cx43 

expression was not done at the same time point after surgery in these two studies, which could 

suggest that the expression pattern of Cx43 may vary during the course of neuropathic pain in 

this model.  

While a large part of the studies was conducted in models of neuropathic pain, it appears 

that Cx43 expression and its hemichannel function are also sensitive to inflammatory mediators, 

such as chemokines, leading to pain expression in mice and rats. Cx43 changes have also been 

related to changes in calcium, ATP, glutamate and D-serine glial signaling pathways. Some 

authors also explored the changes in the phosphorylated and non-phosphorylated forms of Cx43. 

The ratio between the expressions of both forms seems to vary in pain models over time and is 

also sensitive to selective Cx43 blockers such as Gap26 or Peptide5, or treatments acting on 

potassium currents such as cromakalim. However, understanding the mechanistic cascades 

linking these various molecular actors and their precise place in the pathophysiology of pain still 

require further investigations. Furthermore, while few studies mentioned other connexins in 

animal models of pain, it is questionable whether the main connexin involved in pain is the 

astrocytic Cx43 (and, for some studies, neuronal Cx36) only. Likely, research is yet to be 

conducted to study the involvement of other connexins in pain, including the mitochondrial 

ones, in particular in chemo-induced neuropathic pain in which cellular respiration might be 

disrupted (Starobova et Vetter, 2017). 

The pharmacological and genetic approaches that targeted connexins in pain models aimed 

at suppressing/blocking the changes in connexin levels or function observed after pain induction. 

These treatments used gap junction blockers, such as carbenoxolone or mefloquine, or more 

specific peptidic Cx blockers such as Peptide5, Gap26 or Gap27, or interfering RNAs. These 

manipulations were however rarely systemic. Indeed, apart from cell culture studies, only three 

studies (Falk, 2018; Jeanson et al., 2016; Mao et al., 2016; Mao et al., 2017) had a systemic (here, 

intraperitoneal) approach to treat animals. In all other studies (Table 3), treatments were 
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administered directly into the central nervous system, either intrathecally, intracisternally or 

through trigeminal cannulas. The pain-relieving outcome of these manipulations suggests that 

central connexins are likely critical in pain processing. 

In addition, it has been shown in several studies that some neuropathic pain treatments can 

also have an impact on connexins, notably Cx43, whether on their expression or on gap junction 

or hemichannel function (for review, see Charvériat et al., 2017). Indeed, in cell culture models, 

the application of neuropathic pain first-line treatments, such as tricyclic antidepressants 

(amitriptyline, imipramine or clomipramine), can inhibit gap junction and hemichannel functions 

and increase connexin (protein or mRNA) expression depending on the dose used or the 

considered molecule. This action was also reported after the application of serotonin and 

noradrenaline reuptake inhibitors such as duloxetine or venlafaxine, but not with the 

anticonvulsant drugs gabapentin and carbamazepine, which are also among recognized 

neuropathic pain treatments. 

It is difficult to identify the role of a particular connexin when using general gap junction 

blockers. Indeed, most of these molecules have a significant number of targets, partly depending 

on the dose that was used. In the case of mefloquine, studies have for example reported an action 

of this drug on Cx36 (Chen et al., 2016a; Ouachikh et al., 2018b) and Cx43 (Cruikshank et al., 

2004; Jeanson, et al., 2016), but also on Panx1 (Iglesias et al., 2009) and on other targets such as 

adenosine-related ones (Gribble et al., 2000; Milatovic et al., 2011). The ongoing development of 

more selective inhibitors (Picoli et al., 2019) might offer new tools to test the role of specific 

transmembrane proteins. Moreover, despite the fact that most of the treatments used to block 

connexins, pannexins or gap junctions displayed significant efficacy against nociceptive 

symptoms (Table 7), few studies provided mechanistic insights concerning this action yet. 

Beyond the observations of modifications caused by the induction of inflammatory or 

neuropathic pain, it is now crucial to understand the temporality and the actual role of 

transmembrane protein modifications in the pathogenesis of pain. Moreover, the therapeutic 

potential of targeting these proteins, including as adjuvant therapy (Jeanson et al., 2016), merits 

deeper preclinical assessment. 
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5! Objectifs de la thèse 

Le but de la thèse a été de déterminer le mécanisme d’action de la combinaison THN101, 

composée d’amitriptyline et de méfloquine, dans le traitement de la douleur neuropathique dans 

un modèle préclinique chez la souris. 

Au commencement de la thèse, nous disposions de pistes concernant le mécanisme 

d'action du THN101 dans la douleur neuropathique, comme par exemple la modulation des 

connexines par la méfloquine, la participation des cellules gliales à la douleur neuropathique et à 

l’effet de l'amitriptyline, ainsi que des données in vitro suggérant que les connexines – en 

particulier la Cx43 – influencent la réponse pharmacologique à l’amitriptyline. Dans ce contexte, 

le programme de thèse s'est articulé autour des objectifs suivants.  

Le premier objectif a été de valider un protocole expérimental permettant d’observer chez 

la souris, dans le modèle du cuff, une diminution de l’hypersensibilité mécanique par la 

combinaison THN101. Pour ce faire, nous avons testé la sensibilité mécanique des souris avant et 

après chirurgie, pendant et après la phase de traitement. Nous avons utilisé une approche 

chronique et une approche aigue pour traiter et tester les animaux.  

Le second objectif a été de déterminer la pharmacocinétique des traitements administrés, 

une fois le premier objectif atteint, en réalisant une étude par spectrométrie de masse visant à 

déterminer les concentrations des traitements et de certains de leurs métabolites dans la 

circulation sanguine ou dans le système nerveux central. 

Enfin, le troisième objectif a été de déterminer lesquelles des cibles de l’amitriptyline ou de 

la méfloquine étaient impliquées dans le mécanisme d’action de la combinaison dans nos 

conditions. Nous avons pour cela utilisé des approches pharmacologiques (utilisation 

d’antagonistes des voies concernées) pour bloquer spécifiquement des récepteurs ou mécanismes 

potentiellement ciblés par l’amitriptyline ou la méfloquine, ou des approches lésionnelles 

centrales ou périphériques pour déterminer plus précisément les sites d’actions du traitement. 
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1! Lancement des travaux de thèse 

1.1! Contexte 

Avant le commencement de mes travaux, un contrat de collaboration entre Theranexus et 

l’équipe de recherche était en cours dans le but de réaliser chez l’animal un criblage de molécules 

qui pourraient présenter un intérêt thérapeutique, pour le traitement de la douleur neuropathique. 

A l’issue de ce travail et en parallèle des recherches menées au sein de l’entreprise, il apparaissait 

que la méfloquine était une molécule à fort potentiel et qu’il serait intéressant de mener de plus 

amples recherches. En effet, une étude menée par Theranexus avant mon arrivée a montré que la 

méfloquine potentialisait l’effet anti-hyperalgésique de l’amitriptyline après un traitement 

chronique dans un modèle de constriction chronique du nerf sciatique chez le rat (Jeanson et al., 

2016). La combinaison entre amitriptyline et méfloquine a d’ailleurs été brevetée par Theranexus 

sous le nom THN101 (Jeanson, Charveriat, et Mouthon, 2018). 

Dans le même temps, j’étais en stage de fin de master à l’INCI, sur un sujet qui entrait 

également dans la thématique du traitement des douleurs neuropathiques. Les techniques que j’y 

ai apprises m’ont permis de devenir le candidat sélectionné pour mener une thèse dans le cadre 

d’un Contrat Industriel de Formation par la Recherche. 

Au sein de l’équipe, nous étudiions la mise en place et le traitement des douleurs 

neuropathiques sur le temps long. En effet, comme dit précédemment, il faut plusieurs jours pour 

voir l’efficacité d’un traitement de la douleur neuropathique à la fois chez le patient et chez 

l’animal (cf. section 2 de l’Introduction). Chez la souris, cela prend généralement dix jours pour 

les traitements classiques comme la duloxétine et l’amitriptyline (Kremer et al., 2018). Avec la 

même idée, nous avons adopté une stratégie pour essayer de retrouver les effets du THN101 

chez la souris, afin d’en déterminer le mécanisme d’action. Pour commencer, nos objectifs étaient 

de déterminer quelles doses devaient être utilisées dans notre modèle pour avoir à la fois un effet 

de l’amitriptyline, qui soit observé mais « potentialisable » dans la mesure où il s’agit de notre 

traitement de référence ; et une absence d’effet propre de la méfloquine, pour écarter les risques 

d’effet additionnel, tout en ayant une dose suffisante pour enclencher une potentialisation.  

C’est donc par des expériences de mise au point que j’ai commencé mes travaux, pour 

évaluer les doses à utiliser mais également les voies d’administration des molécules d’intérêt. Ici, 

plusieurs approches ont été envisagées comme la voie intrapéritonéale, qui présente l’avantage de 

délivrer le traitement de façon systémique et directe et d’obtenir une circulation du médicament 

rapidement dans tout l’organisme. L’autre approche à laquelle nous avons pensé est la voie orale, 
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qui a l’avantage d’être moins invasive et de diminuer les risques d’infection liés aux injections. 

Nous avons opté pour cette dernière, afin de raffiner nos procédures et de nous rapprocher des 

conditions cliniques. Après sept mois de tentatives d’amélioration infructueuses et à la suite des 

difficultés rencontrées pour reproduire nos résultats, nous avons décidé d’arrêter l’approche 

chronique. Comme des travaux récents de l’équipe avaient montré un double mécanisme d’action 

de l’amitriptyline (Kremer et al., 2018), nous avons décidé de tenter une approche aiguë, sur 

laquelle nous avons focalisé nos travaux par après (cf. article de thèse). J’aborderai dans cette 

première section les travaux réalisés durant ce semestre de mise au point, dont les résultats sont 

représentés en section 1.3 ci-après. 

1.2! Matériel et méthodes 

1.2.1( Animaux 

Pour ces expériences, nous avons travaillé avec des souris C57BL/6J Ola Hsd provenant 

du fournisseur agréé Envigo (Gannat, France), qui ont été hébergées en cages (27 x 16 x 14 cm), 

avec une photopériode de douze heures de lumière (7-19h), des conditions de température et 

d’hygrométrie contrôlées, et la nourriture et la boisson fournies ad libitum. La litière, placée dans le 

fond des cages, était composée de sciure de bois et changée chaque semaine. Un enrichissement 

permettant aux souris de faire des nids (frisure de carton ou ouate) a également été introduit dans 

les cages. L’animalerie du laboratoire, unité Chronobiotron UMS3415, possède l’agrément n°D-

67-2018-38, délivré par les services vétérinaires pour l’hébergement et l’expérimentation animale. 

Nos protocoles ont été validés selon les recommandations de l’IASP, et les responsables de 

l’animalerie ainsi que les responsables de ce projet sont autorisés à expérimenter sur animal vivant 

(niveau I). Nos protocoles ont reçu l'avis favorable du comité d'éthique de Strasbourg 

(CREMEAS, CEEA35 autorisation APAFIS#9881-2017051119025234). Tous les animaux ont 

bénéficié de deux semaines d’habituation aux locaux et aux environnements de test avant toute 

procédure. À la fin des protocoles, les souris ont été mises à mort par inhalation d’un mélange 

d’air et de dioxyde de carbone. 

1.2.2( Chirurgie 

Le but de la chirurgie est d’induire une neuropathie périphérique, en exposant le tronc 

commun du nerf sciatique droit afin d’y positionner un manchon (groupes « cuff ») (Benbouzid et 

al., 2008 ; Yalcin et al., 2014). Ces manchons, fabriqués à partir d’un tube de polyéthylène 

(Harvard Apparatus, Les Ulis, France) ont été préparés de façon à ce qu’ils aient une longueur de 
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2 mm. Le diamètre externe du tube est de 1,09 mm et son diamètre interne de 0,38 mm. Pour 

pouvoir placer le manchon, une hémisection longitudinale est réalisée sur toute sa longueur, à 

l’aide d’une lame. Les groupes subissant la même chirurgie sans pose du cuff sont dits pseudo-

opérés (groupes « sham »). Les chirurgies ont été réalisées sous anesthésie générale, par injection 

intrapéritonéale (i.p.) d’un mélange de kétamine (Imalgène® 1000, 87 mg/mL) et de xylazine 

(Rompun® 2%, 13 mg/mL), à raison de 5 mL/kg, en conditions d’asepsie. De l’Ocrygel® 

(Centravet, Taden, France) a été appliqué sur les yeux afin de garantir une protection et une 

hydratation optimale de ceux-ci pendant l’anesthésie des animaux. 

Après avoir rasé la patte postérieure droite des souris, la peau est incisée à l’aide d’un 

scalpel de façon longitudinale sur une longueur d’environ 0,5 cm, à partir de la pointe fémorale 

supérieure. Ensuite, le tissu musculaire sous-jacent est scindé à l’aide de deux cure-dents stérilisés 

par autoclave. Le tronc commun du nerf sciatique est exposé en dehors du muscle à l’aide de ces 

mêmes cure-dents. Faisant office de support pour le nerf, les cure-dents sont alors espacés afin 

de permettre la pose du cuff. À l’aide d’une pince, le cuff est mis en place sur le tronc commun du 

nerf sciatique. Le nerf est enfin replacé et la peau est refermée par un ou deux points de suture 

suivant la longueur de l’incision. Les animaux sont ensuite surveillés pendant et après leur réveil 

et la bonne tenue des sutures est vérifiée. 

1.2.3( Tests 

Le test de von Frey consiste à appliquer sur la plante des pattes arrière des animaux des 

filaments calibrés de diamètre progressivement croissant (Aesthesio®, DanMic Global LLC, San 

Jose, CA, USA) de façon à appliquer une force de 0,4 à 10 grammes (seuil limite). L’application 

du filament est stoppée dès que le filament plie. Le seuil de sensibilité, exprimé en grammes, 

correspond à la force du premier filament qui a entrainé au moins 3 retraits de la patte sur 5 

applications. Ces tests sont réalisés dans des conditions optimales, de façon à ne pas stresser les 

animaux (pas de bruit, de mouvements brusques et/ou d’autres expériences dans la salle). Les 

souris ont été habituées à l’environnement et aux tests de von Frey avant la chirurgie. Pour cela 

elles ont chacune été placées dans des boîtes de plexiglas transparent (7 x 9 x 7 cm), posées sur 

une grille métallique surélevée, durant une vingtaine de minutes. Les seuils de base (baseline, B) 

sont mesurés après les habituations de façon à connaître le seuil basal de sensibilité mécanique 

statique des souris avant la chirurgie. Une semaine après la chirurgie, des tests de von Frey ont à 

nouveau été effectués afin de mesurer l’évolution des seuils de sensibilité mécanique (seuils pré-

traitement, PT). En période de traitement, ces tests ont été réalisés juste avant les traitements du 

jour. 
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1.2.4( Traitements 

Pour tester et évaluer l'effet in vivo de l’amitriptyline, de la méfloquine, et de l'association 

des deux molécules, des groupes indépendants de souris ont été traités par voie orale (gavage 

oral, à raison de 10 mL/kg ou via l’eau de boisson fournie ad libitum). Nous avons utilisé du 

chlorhydrate d'amitriptyline (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France, PubChem Substance 

ID 24278073) de 6 mg/kg à 15 mg/kg en gavage oral ou de 100 à 200 µg/mL lorsque la molécule 

était administrée au travers de l’eau de boisson. Nous avons aussi utilisé du chlorhydrate de 

méfloquine (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France, PubChem Substance ID 24724536), de 

0,3 mg/kg à 0,9 mg/kg par voie orale (gavage oral, à raison de 10 mL/kg) ou par voie 

intrapéritonéale, à raison de 10 mL/kg.  

Les médicaments ont été dissous dans du NaCl stérile à 0,9 % (B. Braun, Dublin, Irlande) 

avec du DMSO de 0,02 % à 1 % (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France, PubChem 

Substance ID 329757302) lorsqu’ils étaient administrés par voie intrapéritonéale. Les traitements 

administrés par voie orale étaient dissous dans l’eau de boisson à laquelle 0,1 à 2% de saccharine 

sodique (2,3-Dihydro-3-oxobenzisosulfonazole sodium salt, Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, 

France, PubChem Substance ID 24899456) ont été ajoutés. La saccharine est un édulcorant non 

calorique qui permet de masquer l’amertume de certaines molécules, comme l’amitriptyline ou la 

méfloquine, en apportant un goût sucré à la préparation. Les traitements par gavage ou par voie 

intrapéritonéale ont été administrés quotidiennement à heures fixes durant 20 à 25 jours, à partir 

de deux semaines après la chirurgie cuff. 

1.2.5( Chronologie 

a)! Première expérience : administration des traitements par gavage, une fois par jour durant 

trois semaines avec les groupes suivant : 

-! Amitriptyline à deux doses (7,5 mg/kg et 15 mg/kg, p.o.) ; 

-! Méfloquine à une dose (0,3 mg/kg p.o.) ; 

-! Amitriptyline et méfloquine co-administrées aux doses susmentionnées ; 

-! Placebo constitué d’eau de boisson, de diméthylsulfoxyde (DMSO, 1 % dans l’eau) 

et de saccharine (2 % dans l’eau). 

b)! Deuxième expérience : mise au point des doses d’amitriptyline seule. 

Les traitements ont été administrés par gavage une fois par jour pendant trois semaines 

aux doses de 6 et 12 mg/kg ; ou per os en eau de boisson ad libitum pendant trois semaines 



 Deuxième partie – Travaux de thèse  

!

71 

aux concentrations de 100 et 200 µg/mL. Les solutions ont été diluées dans l’eau de 

boisson de l’animalerie et de la saccharine (0,1 % dans l’eau). 

c)! Troisième expérience : choix de l’eau de boisson ad libitum comme voie d’administration 

de l’amitriptyline et test de trois doses de méfloquine, co-administrée par voie 

intrapéritonéale quotidiennement pendant trois semaines. 

d)! Quatrième expérience : ajout d’un groupe contrôle avec un traitement de méfloquine 

seule, à une dose choisie de 0,3 mg/kg. 

e)! Cinquième expérience : tentative de reproduction de résultats suite aux doutes générés par 

l’expérience précédente. 

1.3! Résultats 

Ci-après, l’évolution du seuil de sensibilité mécanique des pattes arrière controlatérale 

(gauche) et ipsilatérale (droite) des souris est analysée, avant la chirurgie (ligne de base), après la 

chirurgie (seuil de prétraitement), et pendant le traitement. 

1.3.1( Première expérience 

Dans cette première expérience (voir Figure 8), les animaux du groupe sham ne présentent 

pas de différence de sensibilité mécanique entre les pattes controlatérale et ipsilatérale avant ou 

après chirurgie, à la différence des souris du groupe « cuff », qui présentent une chute de ce seuil 

après la chirurgie et ce jusqu’à la fin de l’expérience (ANOVA mesures répétées, « sham » vs 

« cuff », interaction chirurgie*patte*temps : F19,342=1,739 ; p=0,014). Chez tous les animaux 

« cuff », le seuil de sensibilité mécanique chute après la chirurgie de manière ipsilatérale (ANOVA 

mesures répétées, tous les groupes « cuff », effet patte : F1,31=396,357 ; p<10-6), et le seuil de 

sensibilité de la patte ipsilatérale n’évolue pas différemment selon les traitements administrés 

selon l’analyse globale (ANOVA mesures répétées, tous les groupes « cuff », interaction 

Temps*Patte*Traitement : F95,589=396,357 ; p=0,085). 

Néanmoins, la méfloquine à 0,3 mg/kg p.o. provoque d’elle-même une hausse de la 

variabilité des seuils de sensibilité mécanique chez nos souris, sans soulagement de 

l’hypersensibilité mécanique des souris qui persiste pendant toute la durée du traitement sauf le 

12e jour (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,05 tous les jours après 

la chirurgie cuff sauf au jour 12 de traitement).  

Les souris traitées par l’amitriptyline à 7,5 mg/kg p.o. ont vu leur seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral augmenter à partir de 11 jours de traitement (patte controlatérale>patte 
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ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,01 jusqu’au 3e jour de traitement, puis p<0,05 le 9e jour de 

traitement). En combinaison avec la méfloquine à 0,3 mg/kg cet effet n’est pas totalement 

retrouvé même si les souris semblent soulagées à partir de 15 jours de traitement (patte 

controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,01 jusqu’au 1er jour, puis du 5e au 11e 

jour de traitement, p<0,05 les 15e et 16e jours de traitement). 

Le traitement par l’amitriptyline à une dose de 15 mg/kg p.o. n’a pas eu d’effet significatif 

supérieur sur le seuil de sensibilité mécanique ipsilatéral des souris par rapport à la dose de 

7,5 mg/kg, bien qu’il y ait eu une absence de différence de seuils entre les deux pattes aux 11e et 

16e jours de traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,01 

jusqu’au 9e jour de traitement après la chirurgie, puis p<0,05 du 12e au 15e jour de traitement et du 

18e au 19e jour de traitement). En combinaison avec la méfloquine à 0,3 mg/kg, aucune 

différence majeure n’a été relevée en comparaison avec les autres groupes (patte 

controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0.001 jusqu’au 1er jour de traitement et 

au 18e jour de traitement, puis p<0,01 aux 5e et 11e jours de traitement, et p<0,05 les 12e et 16e 

jours de traitement). 

 

!

Figure 8. Première expérience de mise au point 

B : seuil de base ; PT : seuil pré-traitement ; PBO : placebo ; AMI : amitriptyline ; 
MEF : méfloquine. *** : p<0,001 ; ** : p<0,01 ; * : p<0,05. Les doses d’amitriptyline et de 
méfloquine sont exprimées en mg/kg. Les résultats sont exprimés en moyennes, plus ou moins 
l’erreur standard à la moyenne. 
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1.3.2( Deuxième expérience 

Nous avons considéré que les résultats de la première expérience étaient décevants, car elle 

ne permettait pas de mettre en évidence un effet-dose de l’amitriptyline, ni de bénéfice évident de 

l’association entre l’amitriptyline et la méfloquine. De plus, les résultats présentaient des 

variabilités importantes d’un jour à l’autre, sans l’évolution régulière des seuils de sensibilité 

mécanique retrouvés dans de précédents travaux de l’équipe. Le but de l’expérience suivante a 

donc été de déterminer les conditions nécessaires pour établir un effet propre de l’amitriptyline 

chez nos animaux et de chercher une dose seuil permettant d’observer une amplification. Pour ce 

faire, nous avons réalisé deux procédures, l’une par une administration quotidienne de 

l’amitriptyline en gavage à 6 et 12 mg/kg, et la deuxième par administration d’amitriptyline dans 

l’eau de boisson à 100 et 200 µg/mL. 

L’analyse de la deuxième expérience (voir Figure 9) indique que tous les groupes 

d’animaux « cuff » présentent une diminution significative du seuil de sensibilité mécanique 

ipsilatéral après la chirurgie (ANOVA mesures répétées, tous les groupes, effet patte : 

F1,28=680,6 ; p<10-6). Cependant, comme lors de la première expérience, l’analyse globale ne 

permet pas de dégager de différences inter-groupes (ANOVA mesures répétées, tous les groupes 

« cuff », interaction Temps*Patte*Traitement : F64,448=396,357 ; p=0,843). 

L’amitriptyline, administrée par gavage oral chronique aux doses de 6 et 12 mg/kg, n’a pas 

eu d’effet sur le seuil de sensibilité mécanique des souris (patte controlatérale>patte ipsilatérale, 

post-hoc de Duncan, p<0,001 jusqu’au dernier jour de traitement pour l’amitriptyline à 6 mg/kg ; 

p<0,05 pour l’amitriptyline à 12 mg/kg). Cependant, les traitements d’amitriptyline administrés 

via l’eau de boisson ont permis de restaurer le seuil de sensibilité mécanique ipsilatéral des souris, 

après 18 jours de traitement à une dose de 100 µg/mL (patte controlatérale>patte ipsilatérale, 

post-hoc de Duncan, p<0,01 jusqu’au 18e jour de traitement) et à partir de 17 jours de traitement 

pour la dose de 200 µg/mL (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,001 

jusqu’au 18e jour de traitement). 
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 Figure 9. Deuxième expérience de mise au point 

B : seuil de base ; PT : seuil pré-traitement ; PBO : placebo ; AMI : amitriptyline ; edb : eau de 
boisson. *** : p<0,001 ; ** : p<0,01 ; * : p<0,05. Les doses d’AMI sont exprimées en mg/kg ou 
en µg/mL (edb). Les résultats sont exprimés en moyennes, plus ou moins l’erreur standard à la 
moyenne. 

1.3.3( Troisième expérience 

Pour la troisième expérience (voir Figure 10), le traitement par eau de boisson a été 

privilégié pour l’amitriptyline, qui a été administrée à une concentration de 100 µg/mL, avec ou 

sans méfloquine, administrée une fois par jour à la mi-journée, par voie intrapéritonéale à des 

doses allant de 0,3 à 0,9 mg/kg. Comme pour les expériences précédentes, la chirurgie induit chez 

tous les groupes une diminution significative du seuil de sensibilité mécanique de la patte 

ipsilatérale des animaux (ANOVA mesures répétées, tous les groupes, effet patte : F1,22=132,99 ; 

p<10-6). Contrairement au deux expériences précédentes, l’analyse globale permet de mettre en 

évidence une différence significative dans l’évolution du seuil de sensibilité mécanique des souris 

selon les traitements administrés (ANOVA mesures répétées, tous les groupes « cuff », 

interaction Temps*Patte*Traitement : F64,332=1,655 ; p=0,0024). 

Les souris « cuff » non traitées (placebo) montrent une chute du seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral durant toute la durée du traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, 

post-hoc de Duncan, p<0,01 après la chirurgie, jusqu’à la fin du traitement).  
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A la concentration de 100 µg/mL, l’amitriptyline n’a pas modifié la sensibilité mécanique 

des souris durant toute la durée du traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de 

Duncan, p<0,05 après la chirurgie, jusqu’à la fin du traitement).  

 

!

Figure 10. Troisième expérience de mise au point 

B : seuil de base ; PT : seuil pré-traitement ; PBO : placebo ; AMI : amitriptyline ; 
MEF : méfloquine. *** : p<0,001 ; ** : p<0,01 ; * : p<0,05. Les doses de méfloquine sont 
exprimées en mg/kg. Les doses d’amitriptyline sont exprimées en µg/mL Les résultats sont 
exprimés en moyennes, plus ou moins l’erreur standard à la moyenne. 
!

Lorsque la méfloquine a été injectée en co-traitement avec l’amitriptyline, le seuil de 

sensibilité mécanique ipsilatéral des souris est revenu au niveau du seuil de sensibilité mécanique 

controlatéral, de façon plus ou moins rapide selon les doses administrées. En effet, le seuil de 

sensibilité mécanique ipsilatéral des souris traitées à l’amitriptyline et la méfloquine à 0,3 mg/kg 

est revenu au niveau du seuil de la patte controlatérale à partir de 4 jours de traitement (patte 

controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,01 après la chirurgie, jusqu’au 2e jour 

de traitement). D’autre part, le seuil de sensibilité mécanique ipsilatéral des souris traitées à 

l’amitriptyline et la méfloquine à 0,6 mg/kg est revenu au niveau du seuil de la patte 

controlatérale à partir de 10 jours de traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc 

de Duncan, p<0,01 après la chirurgie, jusqu’au 9e jour de traitement). Enfin, le seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral des souris traitées à l’amitriptyline et la méfloquine à 0,9 mg/kg est revenu 
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au niveau du seuil de la patte controlatérale à partir de 3 jours de traitement, avec une rechute au 

9e jour de traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,01 après la 

chirurgie, jusqu’au 2e jour de traitement et au 9e jour de traitement). 

Sur la base de cette expérience, les résultats obtenus nous semblaient prometteurs, puisque 

nous observions une amplification potentielle par la méfloquine d’un effet antinociceptif. 

Cependant, le fait de ne pas observer un effet-dose avec les doses de méfloquine utilisées pose 

question, d’autant que l’effet antinociceptif de la combinaison semble moins fort à la dose 

intermédiaire de méfloquine de 0,6 mg/kg. De plus, nous disposions d’un nombre d’animaux 

insuffisant dans l’expérience pour inclure un groupe contrôle traité à la méfloquine seule, nous 

empêchant d’analyser avec précision les différents types de réponses observées chez nos animaux 

dans cette expérience. 

1.3.4( Quatrième expérience 

Nous avons réalisé cette expérience pour tenter de reproduire les résultats précédents avec 

l’ajout d’un groupe contrôle, traité à la méfloquine seule à 0,3 mg/kg (voir Figure 11). Ici, la 

chirurgie cuff a entrainé chez tous les groupes une diminution significative du seuil de sensibilité 

mécanique de la patte ipsilatérale des animaux (ANOVA mesures répétées, tous les groupes, effet 

patte : F1,20=465,683 ; p<10-6). L’analyse globale permet également de mettre en évidence une 

différence significative dans l’évolution du seuil de sensibilité mécanique des souris selon les 

traitements administrés (ANOVA mesures répétées, tous les groupes « cuff », interaction 

Temps*Patte*Traitement : F51,340=1,391 ; p=0,0477). 

L’administration du placebo n’a pas provoqué de modifications du seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral, qui chute significativement après la chirurgie et qui reste stable durant toute 

la durée du traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,01 après 

la chirurgie). 

Les souris traitées à l’amitriptyline seule à 100 µg/mL conservent un seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral réduit depuis la chirurgie, jusqu’au 18e jour de traitement où ce seuil rejoint 

celui de la patte controlatérale (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, 

p<0,05 après la chirurgie jusqu’au 16e jour de traitement). Le même profil d’évolution a été 

analysé chez les souris soumises au co-traitement amitriptyline et méfloquine à 0,3 mg/kg (patte 

controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,01 après la chirurgie jusqu’au 16e jour 

de traitement). Cependant, les souris ayant reçu le traitement de méfloquine seule à 0,3 mg/kg 

ont vu leur seuil de sensibilité mécanique ipsilatéral revenir au niveau de celui de la patte 
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controlatérale plus tôt, à partir du 7e jour de traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, 

post-hoc de Duncan, p<0,01 après la chirurgie jusqu’au 4e jour de traitement). 

 

!

Figure 11. Quatrième expérience de mise au point 

B : seuil de base ; PT : seuil pré-traitement ; PBO : placebo ; AMI : amitriptyline ; 
MEF : méfloquine. *** : p<0,001 ; ** : p<0,01 ; * : p<0,05. Les doses de méfloquine sont 
exprimées en mg/kg. Les doses d’amitriptyline sont exprimées en µg/mL Les résultats sont 
exprimés en moyennes, plus ou moins l’erreur standard à la moyenne. 
 

Sur cette expérience, l’amplification attendue de l’effet antinociceptif de la combinaison n’a 

pas été observé, soulevant une possible difficulté dans la reproduction des résultats obtenus dans 

l’expérience précédente. L’observation d’un effet propre de la méfloquine à cette dose nous a 

également posé question, c’est pourquoi nous avons décidé de reproduire la même expérience. 

1.3.5( Cinquième expérience 

Enfin, la dernière expérience de mise au point (voir Figure 12) a été réalisée dans le but de 

dupliquer l’expérience précédente. Dans tous les groupes, la chirurgie provoque une diminution 

du seuil de sensibilité mécanique de la patte ipsilatérale des animaux (ANOVA mesures répétées, 

tous les groupes, effet patte : F1,29=228,921 ; p<10-6). Selon les groupes, l’évolution du seuil de 

sensibilité mécanique des souris est également différente (ANOVA mesures répétées, tous les 

groupes « cuff », interaction Temps*Patte*Traitement : F68,493=2,191 ; p=10-6). 

De la même manière, l’administration du placebo n’a pas modifié le seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral, significativement réduit après la chirurgie et qui est stable durant toute la 

durée du traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,001 après 

la chirurgie). 
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Le traitement à l’amitriptyline seule à 100 µg/mL p.o. a restauré le seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral des souris à partir de 14 jours de traitement (patte controlatérale>patte 

ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,001 après la chirurgie jusqu’au 7e jour de traitement ; puis 

p<0,05 jusqu’au 12e jour de traitement). 

Le traitement à la méfloquine seule à 0,3 mg/kg i.p. a entrainé une hausse de la variabilité 

du seuil de sensibilité mécanique ipsilatéral, et l’a restauré au niveau de la patte controlatérale à 

partir de 14 jours de traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, 

p<0,001 après la chirurgie jusqu’au 1er jour de traitement ; p<0,05 le 3e jour ; puis p<0,01 du 5e au 

7e jour ; puis p<0,05 le 12e jour de traitement). 

Lorsque l’amitriptyline et la méfloquine ont été co-administrés, le seuil de sensibilité 

mécanique ipsilatéral des souris est revenu au niveau de celui la patte controlatérale à partir de 20 

jours de traitement (patte controlatérale>patte ipsilatérale, post-hoc de Duncan, p<0,001 après la 

chirurgie jusqu’au 1e jour de traitement ; p<0,05 le 3e jour ; p<0,01 du 5e au 7e jour ; p<0,05 le 14e 

jour et le 16e jour). 

 

!

Figure 12. Cinquième expérience de mise au point 

B : seuil de base ; PT : seuil pré-traitement ; PBO : placebo ; AMI : amitriptyline ; 
MEF : méfloquine. *** : p<0,001 ; ** : p<0,01 ; * : p<0,05. Les doses de méfloquine sont 
exprimées en mg/kg. Les doses d’amitriptyline sont exprimées en µg/mL Les résultats sont 
exprimés en moyennes, plus ou moins l’erreur standard à la moyenne. 
 

L’ensemble des données acquises durant ces sept mois d’expériences nous a interrogés sur 

la manière dont nous allions appréhender la suite des travaux. Les analyses réalisées ont permis de 

soulever un manque de stabilité et de reproductibilité des données obtenues, ce qui a empêché de 

considérer les protocoles utilisés en phase de mise au point pour les approches mécanistiques que 

nous souhaitions aborder. 
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A l’issue de cette période, nous avons donc tenté de tester la combinaison selon un autre 

protocole, basé sur l’effet antinociceptif aigu de l’amitriptyline (Kremer et al., 2018). Ayant 

obtenu des résultats encourageants et répétés au fil des expériences, nos travaux ont abouti à 

l’écriture de l’article qui sera soumis à publication dans une revue scientifique internationale, que 

vous trouverez ci-après à la section 2. 
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2! Article de thèse :  

Mefloquine amplifies amitriptyline action on neuropathic 

mechanical hypersensitivity in mice 

Baptiste Letelliera,b, Mélanie Kremer a, Léa J. Beckera, Yannick Goumona, Virginie Chavanta, 

Nolwenn Couqueberga, Elisabeth Waltispergera, Ipek Yalcina, Franck Mouthonb, Marine 

Droguerreb, Mathieu Charvériatb, Michel Barrota,* 

 
a Centre National de la Recherche Scientifique, Université de Strasbourg, Institut des Neurosciences 

Cellulaires et Intégratives, Strasbourg, France 

b Theranexus, Lyon, France 

 

Keywords: neuropathic pain, amitriptyline, mefloquine 

2.1! Abstract 

Tricyclic antidepressants that inhibit serotonin and noradrenaline reuptake, such as amitriptyline, 

are a first-line treatment for neuropathic pain, which is caused by a lesion or disease affecting the 

somatosensory nervous system. These treatments are however not fully effective and still require 

improvements. Interactions between neurons and glial cells participate in neuropathic pain 

processes, and connexins contribute to these interactions. Mefloquine, an inhibitor of connexins 

and gap junctions, has been shown to potentiate the anti-hyperalgesic effect of amitriptyline in a 

neuropathic pain model in rats. In the present study, we further investigated this potentiation of 

amitriptyline action by mefloquine, using the cuff model of neuropathic pain in mice. Using the 

von Frey test, we observed that oral mefloquine co-treatment prolonged the action of 

amitriptyline on mechanical hypersensitivity up to 16 hours following a single administration. 

Mass spectrometry analysis of amitriptyline, its metabolite nortriptyline, and mefloquine, showed 

that this potentiation was not due to pharmacokinetic modifications. Lesional and 

pharmacological approaches showed that the prolonged effect was induced through 

noradrenergic descending pathways and the recruitment of α2 (but not β) adrenergic receptors. 

The binding and functional analysis of putative mefloquine targets suggested that this drug may 

also act on serotonin transporters and on adenosine A1 and A2a receptors. However, contrary to 

the gap junction blocker carbenoxolone, drugs acting on these other targets did not amplify 

amitriptyline action. Together, our data indicate that concomitant pharmacological blockade of 



 Deuxième partie – Travaux de thèse  

!

81 

gap junctions and aminergic transporter may lead to a potentiated therapeutic action in a 

neuropathic pain context. 

2.2! Introduction 

Neuropathic pain develops as a consequence of a lesion or disease affecting the somatosensory 

nervous system (Treede et al., 2019), and is usually a chronic pain as its physical and moral 

discomfort lasts often more than three months, continuously or discontinuously (Scholz et al., 

2019). As all forms of chronic pain, it is a major public health issue (Gaskin and Richard, 2012). 

Some antidepressant drugs constitute one of the first-line treatments for neuropathic pain, but 

despite the fact that they are one of the best therapeutic options their efficacy remains limited, 

with a number needed to treat around 3.6 to 6.4 (Finnerup et al., 2015; Saarto and Wiffen, 2007) 

and a pain relief that is usually partial. Improving antidepressant drug action on neuropathic pain 

might thus be of therapeutic interest. 

From the periphery to the central nervous system, interactions between neurons and glial 

cells contribute to the encoding of sensory information (Charvériat et al., 2017; Eto et al., 2018; Ji 

et al., 2019), and connexins partly mediate these interactions (Charvériat et al., 2017). These 

transmembrane proteins form hexa-protein complexes to form hemi-channels or gap junctions, 

facilitating the passage of sodium, potassium, or small molecules such as glutamate (Lapato and 

Tiwari-Woodruff, 2018). In the pathways involved in nociceptive processing, this interaction can 

occur in the dorsal root ganglia, the spinal cord and the brain. In various models of neuropathic 

pain, dynamic changes have been shown in the expression of connexins within these structures, 

correlated to the development or maintenance of painful symptoms (Chen et al., 2016b; 

Neumann et al., 2015; Wang et Sun, 2017). Drugs used to modulate gap junctions and connexins 

have shown some efficacy in animal models of neuropathic pain (Hang et al., 2016; Lee-Kubli et 

al., 2016a; Li et al., 2017; Tonkin et al., 2018), suggesting that it may be of interest to target 

neuro-glial mechanisms through connexin manipulation. One of these drugs, mefloquine, has 

been mostly used at high dose in the treatment of malaria (Sowunmi et al., 1990; Tickell-Painter 

et al., 2017). At milder dose, it however display inhibitory properties on gap junctions and 

connexins (Chen et al., 2016b; Ouachikh et al., 2018a). In some animal models of neuropathic 

pain, mefloquine has been shown to reduce nociceptive symptoms (Chen et al., 2016b; Ouachikh 

et al., 2018); and at a subthreshold dose to potentiate the anti-hyperalgesic effect of the tricylic 

antidepressant amitriptyline in the chronic constriction injury model in rats (Jeanson et al., 2016). 

In the present study, we further investigated this potentiation of amitriptyline action by 

mefloquine, using the cuff model of neuropathic pain in mice (Benbouzid et al., 2008; Yalcin et 
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al., 2014). The aims were to reproduce in mice the potentiating action of this dug combination, 

designed as THN101, and to explore the amitriptyline-related and mefloquine-related 

components of the mechanism leading to the experimental relief of mechanical hypersensitivity 

in a neuropathic pain context. 

2.3! Material and methods 

2.3.1( Animals 

C57BL/6J male mice (Charles River, L'Arbresle, France), 8-16 weeks old, were used for this 

study. They were habituated to the animal facility and to the testing environment prior to 

procedures. Mice were group housed with food and water ad libitum, in facilities with controlled 

temperature and hygrometry, under a 12-h light/dark cycle (lights on at 7 am). Animal killing, 

perfusion and/or tissue collection were done at the end of the protocols, using either controlled 

carbon dioxide exposure (automatic TEM SEGA system, 20% per min) or following an overdose 

of anesthetic (ketamine (Imalgene1000®, 300 mg/kg) / xylazine (Rompun 2%®, 20 mg/kg, 

Centravet, Tadden, France). The Chronobiotron (UMS3415) animal facility has an agreement for 

animal housing and experimentation, delivered by the French veterinary services (D-67-2018-38). 

Protocols were performed following the ethical European guidelines (EU 2010/63) and approved 

by the local ethical committee "Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale de 

Strasbourg" (CREMEAS, CEEA35). 

2.3.2( Cuff surgery 

Surgeries were done under either ketamine (Imalgene1000®, 100 mg/kg) / xylazine 

(Rompun 2%®, 10 mg/kg, Centravet, Tadden, France) anesthesia; or under tiletamine-zolazepam 

(Zoletil50®, 80 mg/kg, Virbac Sante Animale, France) / xylazine (Rompun 2%®, 20 mg/kg, 

Centravet, Tadden, France) anesthesia, with atipemazole (Antisedan®, 0.2 mg/kg, Vetoquinol, 

France) delivered for anesthesia reversal at least 1 h after the induction. All compounds were 

delivered intraperitoneally (i.p.; 5 mL/kg). After having exposed the common branch of the right 

sciatic nerve (sham group), a hemisectioned 2 mm long PE-20 polyethylene cuff (Harvard 

Apparatus, Les Ulis, France) was placed around the nerve to induce a compression (cuff group) 

according to previously published procedures (Benbouzid et al., 2008; Yalcin et al., 2014). Skin 

was closed with one or two stitches along the length of the incision (Benbouzid et al., 2008; 

Yalcin et al., 2014). 
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2.3.3( Treatments 

To test and evaluate the effect of the combination of amitriptyline and mefloquine, independent 

groups of mice were treated per os (oral gavage, p.o.) with either amitriptyline hydrochloride 

(Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France, PubChem Substance ID 24278073) from 5 mg/kg 

to 20 mg/kg or mefloquine hydrochloride (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France, 

PubChem Substance ID 24724536), from 0.05 mg/kg to 0.2 mg/kg, or with their combination 

(designed, regardless of doses, as THN101 throughout the manuscript). The drugs were dissolved 

in sterile 0.9% NaCl (B. Braun, Dublin, Ireland) with DMSO from 0.02% to 1% (Sigma Aldrich, 

St Quentin Fallavier, France, PubChem Substance ID 329757302). For most experiments, mice 

received the treatments either i) in the morning for tests at 1, 2, 4, 7 and 30 h after administration 

or ii) at the end of the day for tests at 12, 16 and 20 h after administration. 

To test the central effect of mefloquine, alone or in combination with amitriptyline, mice 

were firstly treated with amitriptyline 10 mg/kg or received a vehicle solution (p.o., 10 mL/kg). 

Then, under 3% isoflurane anesthesia, mice received a single dose of 3.6 µg mefloquine dissolved 

in 10 µL of vehicle solution (DMSO, 1% NaCl 0.9%, H20) or 10 µL of vehicle solution delivered 

intrathecally (i.t.) through a 27-gauge needle connected to a 50 µL Hamilton syringe. 

To study the adrenergic component of THN101 and of mefloquine action at high dose, 

mice were treated with yohimbine hydrochloride (α2-adrenergic receptors antagonist, Tocris, 

Abingdon, United Kingdom, PubChem ID 6169), either i.p. (0.5 mg/kg) or p.o. dissolved in the 

drinking water (20 µg/mL); or with propranolol hydrochloride (β2-adrenergic antagonist 

receptors, Tocris, Abingdon, United Kingdom, PubChem ID 66366), given p.o. dissolved in the 

drinking water (50 µg/mL) (Kremer et al., 2018). 

To evaluate the relevance of potential mefloquine pharmacological targets, mice were 

treated with either: i) fluoxetine hydrochloride (serotonin reuptake inhibitor; Sigma Aldrich, St 

Quentin Fallavier, France, PubChem Substance ID 24278096), 10 mg/kg p.o.; ii) DPCPX, 8-

cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (A1 adenosine receptor antagonist; Tocris, Abingdon, United 

Kingdom, PubChem ID 1329) 1 mg/kg p.o.; iii) SCH58261, 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl)-7H-

pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine (A2a adenosine receptor antagonist; Tocris, 

Abingdon, United Kingdom, PubChem ID 176408) 0.1 mg/kg p.o.; or iv) carbenoxolone, 3β-

Hydroxy-11-oxoolean-12-en-30-oic acid 3-hemisuccinate (blocker of gap junctions; Sigma 

Aldrich, St Quentin Fallavier, France, PubChem Substance ID  57654021), 5 nmol injected i.t. in 

10 µL of solution similarly to mefloquine when injected to test its central effects (see above). 

These drugs were administered alone or in combination with amitriptyline, 10 mg/kg p.o. 
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(10 mL/kg), to test whether mefloquine action in THN101 could be mimicked by any of the 

above drugs. 

2.3.4( Behavioral testing 

Mechanical sensitivity was assessed using the von Frey test. Animals were placed into clear 

plexiglas boxes (7cm x 9cm x 7cm) on a metallic elevated grid. After habituation, ascending 

calibers of von Frey filaments (Aesthesio®, DanMic Global LLC, San Jose, CA, USA) were 

applied to the plantar surface of hindpaws until they just bent, as previously described 

(Benbouzid et al., 2008; Bohren et al., 2013; Yalcin et al., 2014). The paw withdrawal threshold 

(PWT), expressed in grams, corresponds to the first filament which resulted in at least 3 paw 

withdrawals out of 5 applications (Benbouzid et al., 2008; Bohren et al., 2013; Yalcin et al., 2014)$!

2.3.5( Mass spectrometry 

The concentration of amitriptyline, of its metabolite nortriptyline, and of mefloquine were 

measured by mass spectrometry in blood, plasma and brain samples and in spinal cord lumbar 

sections taken from mice either treated with amitriptyline 10 mg/kg p.o. or by THN101 

(amitriptyline at 10 mg/kg and mefloquine at 0.1 mg/kg) p.o..  

a)! Blood, plasma and tissue collection 

Blood was collected from the tip of the tail, sectioned at its soft non-bone level with scissors, 

using heparinized capillaries of 20 µL (Minicap Capillary Pipette, Hirschmann Instruments™, ref 

11772533) 1h, 2h, 4h and 7h after p.o. administration of amitriptyline or THN101. Immediately 

after collection, the blood was mixed with 10 µL of 5000 IU/mL sodium heparin (Sanofi, France) 

and stored at -80°C. After the last blood collection from the tail, 7 h after amitriptyline or 

THN101 administration, mice were anesthetized with a mixture of ketamine 100 mg/kg and 

xylazine 10 mg/kg (i.p., 5 mL/kg). Mice were then killed by cardiac exsanguination consisting in 

a total blood collection, performed by inserting a 26-gauge needle connected to a 2 mL syringe 

directly into the heart. The blood was then collected in vacuumed lithium-heparinized tubes with 

a plasma separating gel (BD Vacutainer LH PST II REF 367374). Blood samples were 

centrifuged at 425 x g for 10 minutes at 4°C and the resulting plasma was then taken and 

immediately frozen at -80°C. In parallel, brain and spinal cord were removed, collected in 

Eppendorf tubes on dry ice and placed immediately at -80°C. 
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b)! Plasma and tissue measurements 

!"#$%"%&'()*(+*$,%-.%*%)/*0,((/1!Plasma (50 µL) and blood (20 µL) were spiked with 20 pmol 

of D3-amitriptyline, D3-nortriptyline and D10-mefloquine as internal control (Merck, Molsheim, 

France and Alsachim, Illkirch, France). Volumes were adjusted to 100 µL with ascorbic acid to 

obtain a final concentration of 50 µM. Then, samples were submitted to a solid phase extraction 

(SPE) using a positive pressure manifold (Thermo Electron, Villebon sur Yvette, France). 

Samples were loaded on Phree SPE-cartridges (1 cm3, Phenomenex, Le Pecq, France) and 

elution was performed with 300 µL of acetonitrile (ACN) 99%/1% formic acid (FA, v/v). 

Finally, eluted fractions were dried under vacuum and suspended in 10 µL of ACN 20%/0.1% 

FA prior to MS analysis.  

Preparation of brain and lumbar spinal cord. Brains and spinal cords were homogenized with 

a tissue mixer in, respectively, 2 mL and 200 µL of 0.1 mM ascorbic acid. Homogenates were 

sonicated 10 s at 100 W and centrifuged (20,000 x g, 20 min, 4°C). Supernatant was recovered 

and the concentration of proteins was determined (Protein Assay, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, 

France). 100 µL of the supernatant were spiked with an internal standard containing 20 pmol of 

D3-amitriptyline, D3-nortriptyline and D10-mefloquine and extracted on Phree SPE-cartridges. 

Finally, eluted fractions were dried under vacuum and suspended in 10 µL of ACN 20%/0.1% 

FA prior to MS analysis. 

c)! LC-MS/MS instrumentation and analytical conditions 

LC-analyses were used to determine the presence of amitriptyline, nortriptyline and mefloquine 

using the selected reaction monitoring mode (SRM). Analyses were performed on a Dionex 

Ultimate 3000 HPLC system (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) coupled with an Endura 

triple quadrupole mass spectrometer (Thermo Electron). The system was controlled by Xcalibur 

v. 2.0 software (Thermo Electron). Dried samples were suspended in 10 or 5 µL of 

H2O 99.9%/FA 0.1% (v/v) and 1 µL of the solution were loaded into an Luna Omega Polar 

reverse phase capillary column (#00D-4760-AF; 100 x 0.5 mm 3 µm, Phenomenex) heated at 

40°C. Elutions were performed by applying linear gradient of buffers A/B. Buffer A 

corresponded to H2O 98.9%/ACN 1%/ FA 0.1% (v/v/v), whereas buffer B was ACN 

99.9%/FA 0.1% (v/v). A linear gradient of 0-20% of solvent B at 10 µL/min over 13 min was 

applied followed by a washing step (1 min at 98% of buffer B) and an equilibration step (7 min of 

100% buffer A). 
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 The SRM mode was performed at 3500 V (positive mode) of liquid junction voltage and 

276°C capillary temperature. The selectivity for both Q1 and Q3 was set to 0.7 Da (FWHM). The 

collision gas pressure of Q2 was set at 2 mTorr of argon. The selection of the monitored 

transitions and the optimization of the collision energy (CE) were manually determined.  

 The transitions and the corresponding collision energies used for SRM are reported in the 

supplemental method chapter. 

The identification of the compounds was based on precursor ion, selective fragment ions 

and retention times obtained for amitriptyline, nortriptyline, mefloquine and the corresponding 

internal standard. Absolute quantifications of the compounds were done using the ratio of 

daughter ions response areas on the internal standards (isotopic dilution method). 

2.3.6( Lesions 

Under a 3% isoflurane anesthesia on 8-week old mice, lesions of noradrenergic fibers from the 

descending pathways were performed with intrathecal (i.t.) administration of 6-hydroxy-

dopamine (6-OHDA; 20 µg per mouse, in 5 µL of 0.9% NaCl solution containing 100 µg/mL 

ascorbic acid). The skin of the back of anesthetized mice was shaved, and an incision was made at 

the T9-T11 level so that a 27-gauge needle connected to a 50 µL Hamilton syringe could be 

inserted into the space between the thoracic T12 and lumbar L1 vertebrae (Kremer et al., 2018). 

Two weeks later, mice underwent cuff surgery and, two weeks later, were treated with THN101 

(amitriptyline 10 mg/kg and mefloquine 0.1 mg/kg) or mefloquine (0.4 mg/kg) in a single p.o. 

administration, after a post-surgery baseline was assessed. A control group of non-lesioned mice 

(solvent injection) underwent the same nerve cuffing procedure as the lesioned groups. 

Peripheral pharmacological lesion, impacting sympathetic peripheral sprouting (Kremer et 

al., 2018), was done with five daily intraperitoneal injection of guanethidine monosulfate 

(30 mg/kg, Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) in a volume of 5 mL/kg, in 8-week old 

mice. Two weeks later, mice underwent cuff surgery and, two weeks later, were treated by 

THN101 (amitriptyline 10 mg/kg and mefloquine 0.1 mg/kg) in a single p.o. administration, after 

a post-surgery baseline was assessed. A control group of non-lesioned mice (0.9% NaCl 

injections) underwent the same nerve cuffing procedure as the lesioned groups. 

2.3.7( In vitro pharmacology 

To determine possible pharmacological targets for mefloquine, an in vitro pharmacological study 

was performed through the Contract Research Organization Eurofins CEREP 

(Lead Profilingscreen® 2, Eurofins CEREP, Le Bois l'Evêque, France), which consisted in 
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identifying mefloquine activity on 80 transmembrane and soluble receptors. Radioligand binding 

and functional assays were performed with 1 µM of mefloquine, diluted in DMSO (10-2 M). EC50 

and IC50 of mefloquine on A1 and A2A adenosine receptors, and on serotonin uptake transporters, 

were also measured using mefloquine at several concentrations. Detailed method information as 

provided by the contractor are given in the supplemental section. 

2.3.8( Statistics 

Our data are displayed using means ± SEM. Statistical analyses were performed with Statistica 

(Dell software, France). Variance analysis (ANOVA) with repeated measures (Figure 13A, B, C, 

D, E, F; Figure 14A, B; Figure 16A, C, D; Figure 17; Figure 19A, B, C, D), Student t-tests 

(Figure 15B, C, D), two-way ANOVA (Figure 16B) or one-way ANOVA (Figure 13G) were 

performed. The Duncan test was used for post-hoc analyses. 

2.4! Results 

2.4.1( Amitriptyline and mefloquine effects on mechanical hypersensitivity 

To evaluate the potential synergy between amitriptyline and mefloquine, we first performed dose-

response studies to find the appropriate THN101 combination for further investigations. As 

control, sham and cuff mice were treated with the vehicle solution (VEH). Mice from the vehicle-

treated cuff group displayed mechanical hypersensitivity (Sham>Cuff, F1,17=54.75, p<10-5). Oral 

amitriptyline (Figure 13A) led to a dose dependent relief of mechanical hypersensitivity (group 

effect, F4,47=21.19, p<10-5; post-hoc: Sham>all other groups at p<0.043), with no significant 

effect at 5 mg/kg, a partial and transient recovery at 10 mg/kg (F4,188=5.51, p<0.001; post-hoc 

AMI10>Cuff VEH, at 2 h p=0.013) and a more complete and transient recovery at 20 mg/kg 

(F4,188=5.51, p<0.001; post-hoc: AMI20>Cuff VEH, at 2 h, p<0.001). The two doses tested for 

oral mefloquine (Figure 13B) had no significant action per se on the hypersensitivity (group 

effect, F3,38=64.02, p<10-5; post-hoc: Sham>all other groups at p<4.10-6, and cuff VEH-treated 

group similar to cuff MEF-treated groups at p>0.274). We then decided to choose the two 

lowest amitriptyline doses (5 and 10 mg/kg) to evaluate the effect of the combination with 

mefloquine. Amitriptyline at 5 mg/kg led to a partial relief of hypersensitivity, limited within 4 h 

when combined with mefloquine 0.05 mg/kg (Group*Time, F4,64=3.47, p=0.013; post-hoc: 

AMI5+MEF0.05>VEH, at 4 h p=0.047 post-hoc) (Figure 13C), and present at 7 h when 

combined with mefloquine 0.1 mg/kg (Group*Time, F4,68=6.99, p=9.10-5; post-hoc: 

AMI5+MEF0.1>VEH, at 7 h p=9.10-5) (Figure 13D). Mefloquine further enhanced the action 
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of amitriptyline 10 mg/kg, with a partial and transitory improvement with mefloquine 

0.05 mg/kg (Group*Time, F4,64=2.95, p=0.026; post-hoc: AMI10+MEF0.05>VEH, at 2 h 

p=0.032, at 7 h p=0.040 post-hoc) (Figure 13E); and a better and sustained effect with 

mefloquine 0.1 mg/kg (Figure 13F, left), for which the relief of mechanical hypersensitivity was 

stably maintained for at least 7h (Group*Time, F4,80=6.84, p=8.10-5; post-hoc: 

AMI10+MEF0.1>VEH, at 2 h p=0.006, at 4 h p=0.014, at 7 h p=0.001). We also observed that 

THN101 at this dose combination had no effect per se on the contralateral paw withdrawal 

thresholds (Figure 13F, left) (Group*Time, F4,80=0.357, p=0.84). The benefit of the THN101 

combination compared to individual treatments is also highlighted by the areas under the curve 

for dose responses representation (Figure 13G) (Group effect, F4,51=6.02, p=4.79.10-4; post-hoc: 

THN101>PBO, MEF0.1 and AMI10-treated groups at p<0.0396). All the following experiments 

were thus conducted using amitriptyline 10 mg/kg / mefloquine 0.1 mg/kg as THN101 

combination.  

We showed in the above dose response experiments that a single administration of 

THN101 allowed maintaining a relief of mechanical hypersensitivity over at least 7 h (Figure 13). 

We then tested how long this effect might last by giving the treatment in the evening and testing 

the animals the following day (Figure 14A). This experiment allowed showing that the action of a 

single THN101 administration partially lasted at least 16 h and was no more present after 20 h 

(Group*Time, F6,82=9.07, p<10-6; post-hoc: THN101>all others groups at 12 h p<7.10-5, and at 

16h p<4.10-4). Repeating the evening injection procedure in a separate set of mice allowed 

showing that a relief of mechanical hypersensitivity can be repeatedly observed over 5 days 12 h 

after each THN101 administration (Group*Time, F1,14=15.55; p=0.0015; post-hoc: 

THN101>PBO at day 1 p=0.0011, day 2 p=4.10-4, day 3 p=0.011, day 4 p=0.028 and day 5 

p=0.029) (Figure 14B). 
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Figure 13. Effect of amitriptyline and mefloquine combination on mechanical 

hypersensitivity in mice with neuropathic pain.!!

The mechanical right hindpaw withdrawal threshold (PWT) was assessed with von Frey 
filaments before surgery (B: baseline), the mean of post-surgical values before treatment is 
displayed as PS (post-surgery baseline), and the oral drug treatment was done two to three 
weeks after surgery. On the drug treatment day, sham (n=11) and cuff (n=8-15 per group) mice 
were tested before and from 1 to 7 h after drug administration. Mice PWT was assessed after 
amitriptyline (A) or mefloquine (B) treatment at different doses, and after a treatment with 
amitriptyline and mefloquine combination (C to F). Comparison of areas under the curve 
(AUC) between cuff VEH, mefloquine, amitriptyline and THN101-treated groups are shown 
with whisker boxes (G). Vehicle solution (NaCl 0.9%, DMSO 0.02% 10 ml/kg p.o., once after 
time 0 test) was used as negative control (A to G). Results are expressed as mean ± SEM. 
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Figure 14. THN101 action on mechanical hypersensitivity. 

Experiments were conducted in Cuff mice. The mechanical right hindpaw withdrawal threshold 
(PWT) was assessed with von Frey filaments before surgery (B: baseline), the mean of post-
surgical values before treatment is displayed as PS (post-surgery baseline), and the drug treatment 
was done or started two to three weeks after surgery. Treatments were given orally in the 
evening, and mice tested on the following day. In a first experiment, time-course of THN101 
action was compared to control, amitriptyline and mefloquine treatments (A). In a second 
experiment, THN101 was orally given each evening over 5 consecutive days, and mice tested 
each time 12 h post-administration (B). Results are expressed as mean ± SEM. 

2.4.2( Drug concentrations 

We then tested whether mefloquine may impact the antidepressant pharmacokinetic and 

biodisponibility properties. Blood levels of mefloquine, of amitriptyline and of its metabolite 

nortriptyline were monitored 1, 2, 4 and 7 h after administration of amitriptyline alone or of 

THN101, as well as amitriptyline, nortriptyline and mefloquine levels in plasma, brain and spinal 

cord 7 h after administration. 

Unlike amitriptyline and nortriptyline (see below), blood levels of mefloquine were found 

to gradually increase up to 7 h after oral administration (Figure 15A) (Time effect, F3,42=21.52, 

p<10-6), reaching 292.1±18.9 µM in the blood. At 7 h post-administration, plasma levels were at 

92.6±8.4 µM (Figure 15B) and central concentrations were of 44.2±9.1 pmol/mg of protein in 

the spinal cord (Figure 15C) and 1.0±0.1 pmol/mg of protein in the brain (Figure 15D). 

On the other hand, blood amitriptyline and nortriptyline concentrations (Figure 15A) were 

highest 1 h after oral drug delivery, and decreased similarly in the amitriptyline and THN101-

treated groups (Group*Time, amitriptyline: F3,42=0.55, p=0,65, nortriptyline: F1,14=4.13, p=0.061) 

(Figure 15A). Similarly, no significant difference was found between amitriptyline alone and 

THN101 concerning the plasma (Figure 15B), spinal cord (Figure 15C) and brain (Figure 15D) 

levels of amitriptyline (p=0.41, 0.24 and 0.30 respectively) and nortriptyline (p=0.32, 0.67 and 

!
"
#
$%
&

#'() $*&

+

,

-

.

/

0

1 !2 ,- ,3 -+

!
!
!

!
!
!

#45,+, $,6&

784 $,/&

9:; ,+ $3&

:8< +=, $3&

!"

!
"
#
>$
%
&

#'()>$?&

1 !2 , - . / 0
+

,

-

.

/

0

#45,+, $6&

784 $@&

#"

!
! !

!
!

!
! !



 Deuxième partie – Travaux de thèse  

!

91 

0.11 respectively), suggesting that the co-presence of mefloquine affected neither the 

pharmacokinetic nor the biodisponibility of the antidepressant. It should be noted that one of the 

mice displayed much higher plasma amitriptyline concentrations than the others, however 

statistical conclusions remained the same whether this animal was included (see above) or no 

(plasma: p=0.83; spinal cord: p=0.37; brain: p=0.66). 

!

Figure 15. Evaluation of mefloquine, amitriptyline and nortriptyline concentrations by 

mass spectrometry after amitriptyline or THN101 treatment. 

Measures were done in Cuff mice. Mefloquine, amitriptyline and nortriptyline concentrations 
(nM) were measured in blood from 1 to 7 hours after amitriptyline or THN101 per os treatment. 
Results are expressed as mean ± SEM (A). Mefloquine, amitriptyline and nortriptyline plasma 
concentrations (nM) (B), and spinal cord (C) and brain (D) concentrations (pmol/mg of 
protein), were also assessed 7 hours after amitriptyline or THN101 per os treatment (whisker 
boxes). 
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2.4.3( Contribution of descending controls of pain in THN101 and mefloquine action 

We next explored the mechanism of THN101 potentiation of amitriptyline action by studying the 

role aminergic pathways, primary targets of amitriptyline. We more specifically addressed the 

respective role of descending and of peripheral pathways (Kremer et al., 2018). To verify the 

involvement of descending controls of pain, we performed i.t. injections of 6-hydroxydopamine 

(6-OHDA) into the thoracic area to destroy passing noradrenergic fibers two weeks before the 

cuff surgery. In these mice, we first observed that the administration of an oral VEH solution did 

not affect the time-course of the paw withdrawal thresholds (Group*Time effect, F4,56=1.22, 

p=0.315) (Figure 16A, left). A week later, we tested THN101 and observed that its action was 

significantly stronger in the non-lesioned mice (saline i.t.) than in the lesioned ones (6-OHDA i.t.) 

from 4 to 7 h after administration (Group*Time effect, F4,56=4.69, p=0.0024; post-hoc: Saline>6-

OHDA at 4 h p=0.050 and at 7 h p=0.0001) (Figure 16A, right). 

To test the involvement of the sympathetic system, we injected guanethidine i.p. for five 

days beforehand, which does not cross the blood-brain barrier and destroys sympathetic 

sprouting (Bohren et al., 2013). This peripheral lesion did not impact on the THN101 sustained 

relief of mechanical hypersensitivity, as tested 12 h after oral administration (Treatment effect, 

F1,16=36.73, p<2.10-5; Lesion*Treatment effect, F1,16=0.002, p=0.96; post-hoc: THN101 action 

similar between both groups at p=0.80) (Figure 16B). 

The above data were supportive of a critical role of descending noradrenergic pathways in 

the action of THN101.  

We then tested whether mefloquine alone at a higher dose may have an effect on 

mechanical sensitivity and, if so, whether descending pain control pathways contributed or not. 

We thus administered 0.4 mg/kg mefloquine per os to cuff animals whose descending pathways 

were or not lesioned, and observed that mefloquine relief of hypersensitivity was loss after lesion 

(Lesion*Treatment*Time effect, F4,92=17.53, p<1.10-6, post-hoc: Saline/MEF>6-OHDA/MEF, 

at 1 h p=0.010, at 2 h p<1.10-5) (Figure 16C). This finding suggested that mefloquine 

component of action may be spinal.  

To support a potential spinal action of mefloquine in THN101 combination, we 

administered mefloquine i.t. after an oral administration of 10 mg/kg amitriptyline. Two hours 

after this procedure, the combination provided a significant improvement in paw withdrawal 

thresholds compared to mice which received one only of the treatments (Group*Time, 

F6,62=3.26, p=0.007; post-hoc: MEF/AMI > all other groups at 2 h p<0.002) (Figure 16D). 
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Figure 16. Central descending controls of pain are necessary to the action of THN101 and 

of mefloquine 

All experiments were conducted in Cuff mice. The mechanical hind paw withdrawal thresholds 
(PWT) were assessed using von Frey filaments in mice 2-3 weeks after cuff surgery. Central (A) 
and peripheral (B) lesions were performed before surgery, and vehicle and THN101 per os 
treatments tested over 7 h. Similarly, vehicle and mefloquine (0.4 mg/kg) treatments were also 
tested (C). Central (i.t.) administration of mefloquine (i.t.) combined or not to oral 
administration of amitriptyline (10 mg/kg) was tested (D). Results are expressed as mean ± 
SEM. 

2.4.4( Adrenergic mechanism of action of THN101 combination 

The efficacy of amitriptyline in neuropathic pain has been shown to be mediated by the action of 

noradrenaline on either α or β adrenergic receptors, depending on the considered mechanism 

(Kremer et al., 2018). To precise the mechanism recruited by THN101, we tested the respective 

contribution of these receptors.  

Propranolol or yohimbine were delivered via drinking water, which had no effect per se on 

mechanical sensitivity thresholds (PS vs. PA on Figure 17A), as previously reported (Kremer et 

al., 2018). We thus tested THN101 action and observed that its lasting action on mechanical 

hypersensitivity remained present under propranolol treatment but was suppressed under 

yohimbine treatment (Figure 17A) (Group*Time effect, F10,90=4.88, p<1.10-5; post-hoc: 

THN101>all others groups at 12 h p<0.05, THN101>all others groups except PRO-THN101 at 

16 h p<0.05). This finding was further illustrated by the area under the curve (calculated for each 

mouse above its pre-administration (PA) threshold) (Figure 17A, right) (Group effect, F3,35=8.31, 

p=2.10-4; post-hoc: THN101>YOH-THN101 and VEH at p<5.10-4 and PRO-THN101>YOH-

THN101 and VEH at p<0.02). This experiment highlighted a preferential role of α2-adrenergic 

receptors in THN101 action. As tests were conducted on the day following THN101 

administration while adrenergic receptor blockade was continuous, we then tested whether α2-

adrenergic receptors were more specifically involved in the induction and/or the expression of 
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THN101 action. To test this mechanistic aspect, yohimbine was delivered i.p. either at the same 

time as THN101administration (induction) or 30 min before testing time (expression). When 

yohimbine was given at the same the time as THN101, THN101 action was no longer found 

12 h later (Figure 17B, left), while its effect was still present when providing yohimbine 30 min 

before the final test (Figure 17B, right) (Group*Time effect, F6,52=6.18, p<7.10-5; post-hoc: 

THN101>YOH0-THN101 at 12 h and 16 h p<0.05). These data supported a preferential role of 

α2-adrenergic receptors in the induction of THN101 lasting action.  

!

Figure 17. THN101 anti-allodynic action is mediated by !2-adrenoceptors in mice.!

All experiments were conducted in Cuff mice. The mechanical right hindpaw withdrawal 
threshold (PWT) was assessed with von Frey filaments before surgery (B: baseline), the mean of 
post-surgical values before antagonist oral delivery in drinking water is displayed as PS (post-
surgery baseline) and the value before oral THN101 administration as PA (pre-administration), 
for i.p. delivery of yohimbine the mean of post-surgical values before THN101 treatment is 
displayed as PT (pre-treatment). In a first experiment, the β2 (propranolol, PRO) and α2 
(yohimbine, YOH) adrenergic receptor antagonists time-course of THN101 action were 
delivered through the drinking water (A). In a second experiment, yohimbine was injected i.p. 
either at the same time as THN101 (left graph) or 30 min before final test (right graph) (B). 
Results are expressed as mean ± SEM. 
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2.4.5( Contribution of mefloquine in the mechanisms of action of THN101 

The previous experiments allowed to determine the mechanism related to the amitriptyline 

components of THN101, i.e. a spinal recruitment of noradrenergic descending leading to a 

recruitment of α2 adrenergic receptors. We then explored further the mefloquine component of 

THN101 action, first through the analysis of potential relevant targets besides its known action 

on gap junctions (Cruikshank et al., 2004) that has already been shown to be relevant in a few 

hundred nM range (Jeanson et al., 2016). The in vitro binding essays showed that 1 µM 

mefloquine does not directly target noradrenaline and dopamine uptake sites or α and β 

adrenergic receptors (Figure 18A), even though yohimbine was able to antagonize the action of a 

mefloquine alone at high dose (Group*Time, F4,40=11.16, p<5.10-6; post-hoc: 

MEF/saccharine>MEF/yohimbine at 2 h p<2.10-5, 4 h p<2.10-4 and 7 h p=0.019) (Figure 19A). 

The analyses also reported a lack of direct binding to a wide range of other tested targets (Figure 

18A and Supplemental Figure 1). This analysis however showed a potential action (i.e. at least 

50% binding displacement at 1 µM) for: i) the adenosine receptors A1 and A2A, on which 

mefloquine displayed an antagonistic action (Figure 18A, B), and ii) the serotonin transporter 

pathway, also with an antagonistic action (Figure 18A, B). 

To evaluate the possible contribution of these targets to the mefloquine component of 

THN101, we tested in vivo whether they selective manipulation may also amplify amitriptyline 

action. Neither the serotonin uptake inhibitor fluoxetine (Group*Time effect, F8,72=6.18, p=0.52) 

(Figure 19B), nor the adenosine A1 antagonist DPCPX (Time*Group ANOVA, F8,60=1.32, 

p=0.24) (Figure 19C) or A2A antagonist SCH58261 (Time*Group ANOVA, F16,52=0.59, p=0.88) 

(Figure 19D) did amplify amitriptyline action. However, the concomitant i.t. blockade of gap 

junctions by carbenoxolone led to potentiate the action of oral amitriptyline (Group*Time, 

F6,40=5.65, p=2.52.10-4; post-hoc: AMI+CBX>all the other groups at 2 h p>0.0048) (Figure 

19E). These data suggested that mefloquine may preferentially improve amitriptyline effect 

through its targeting of gap junctions.  
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Figure 18. Evaluation of mefloquine pharmacological potential targets in vitro. 

In vitro determination of pharmacological targets of mefloquine at 1 µM (A). Binding and 
functional properties of mefloquine on relevant adenosine and serotonin targets (B). 
Abbreviations: α1: alpha 1 adrenergic receptor; α2: alpha 2 adrenergic receptor; β1: beta 1 
adrenergic receptor; β2: beta 2 adrenergic receptor; A1: adenosine receptor A1; A2A: adenosine 
receptor A2A; A3: adenosine receptor A3. DPCPX: 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine; CPA: N6-
Cyclopentyladenosine; NECA: 5'-N-Ethylcarboxamidoadenosine. 
!
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Figure 19. Evaluation of mefloquine pharmacological potential targets in vivo. 

All experiments were conducted in Cuff mice. The mechanical right hindpaw withdrawal 
threshold (PWT) was assessed with von Frey filaments. We tested the role of α2 adrenergic 
receptors in THN action with yohimbine (YOH) (A), and we tested whether the serotonin 
uptake (SERT) inhibitor fluoxetine (B), the adenosine A1 receptor antagonist DPCPX (C), the 
adenosine receptor A2 antagonist SCH59261 (D) and the gap junction blocker carbenoxolone 
(CBX) (E) may potentiate oral amitriptyline action. Results are expressed as mean ± SEM. 
 

2.5! Discussion 

In the present study, we showed that mefloquine can prolong the effect of the tricyclic 

antidepressant amitriptyline on mechanical hypersensitivity in a mouse model of neuropathic 

pain. Dosage and pharmacological approaches allowed us to highlight some mechanistic features 

of this potentiation, pointing toward a role of descending noradrenergic pathways, α2 adrenergic 

receptors and gap junctions. 

A single THN101 (amitriptyline/mefloquine combination) administration led to a long-

lasting (around 16 h) effect on the mechanical hypersensitivity of mice with sciatic nerve 

compression. A first potential mechanism to test was the possibility that mefloquine may 

interfere with in vivo amitriptyline pharmacokinetics or biodisponibility. Using mass spectrometry, 

we thus evaluated blood, plasma, spinal and brain levels of amitriptyline, of its active metabolite 

nortriptyline, and of mefloquine, after THN101 administration. If the potentiation role played by 

mefloquine was metabolism-mediated, one would expect to find an increase in nortriptyline levels 

in the treated THN101 group, which was not the case. Mefloquine did not altered amitriptyline 

or nortriptyline levels in these tissues. Indeed, amitriptyline is metabolized by the cytochrome 

P450 system, mainly by the CYP2C19 enzyme, which allows the formation of its active 

metabolite, nortriptyline, by demethylation (Norkus et al., 2015). Mefloquine, on the other hand, 
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is metabolized by the same system, in particular by the enzyme CYP3A4 which allows the 

formation of a major non-active metabolite in malaria, carboxymefloquine, and to a lesser extent 

hydroxymefloquine (Fontaine et al., 2000). Although amitriptyline can be metabolized by other 

P450 complex enzymes depending on the doses administered (Linden et al., 2008), the role of the 

CYP3A4 enzyme appears to be minor (Venkatakrishnan et al., 2001). 

To explore the mechanism of THN101, we then analyzed the target mechanism of its drug 

components. We thus tested the two mechanisms that have been identified for antidepressant-

mediated relief of mechanical hypersensitivity (Kremer et al., 2016; Kremer et al., 2018). The 

peripheral component of antidepressant drugs relies on the recruitment of noradrenergic fibers in 

the dorsal root ganglia associated to the lesioned nerve, the downstream action being mediated by 

β2-adrenergic receptors on non-neuronal cells and leading to a relief of the neuroimmune 

phenomena induced by the nerve lesion (Bohren et al., 2013; Kremer et al., 2018). The 

guanethidine experiment, leading to a sympathectomy, and the use of the β-adrenergic receptor 

antagonist propranolol converged to show that this peripheral component was not critical to 

THN101 prolonged action. On the other hand, a central mechanism for antidepressant drug 

action on neuropathic also exists (Ardid et al., 1995 ; Kremer et al., 2018), relying on the 

recruitment of descending inhibitory controls of pain (Millan, 2002) and on spinal α2-adrenergic 

receptors. The intrathecal 6-OHDA experiment together with the use of the α2-adrenergic 

receptor antagonist yohimbine highlighted that THN101 potentiating action relied on this spinal 

mechanism. Interestingly, beyond amitriptyline, this central component appeared to be also 

critical to mefloquine itself at high dose, which supports a convergence of anatomical targets 

between the two drug components of THN101. 

Mefloquine has been known to inhibit gap junctions (Cruikshank et al., 2004), but this drug 

could also act on other targets. The screening of 80 putative targets indeed suggested that 

mefloquine may act below µM range on serotonin reuptake as well as on adenosine receptors A1 

and A2A, in each case with blocker/antagonist properties. We thus tested the potential implication 

of these targets by using selective drugs in combination to amitriptyline. The potential influence 

of mefloquine on serotonin reuptake is unlikely relevant as the selective serotonin reuptake 

inhibitor fluoxetine did not improve amitriptyline action. This observation is in line with the fact 

that fluoxetine is ineffective in relieving neuropathic pain, both clinically (Dharmshaktu et al., 

2012) and in the cuff model that we used (Benbouzid et al., 2008; Barthas et al., 2017; Salvat et 

al., 2017). The manipulation of adenosine receptors is known to significantly modulate 

nociceptive symptoms (Sawynok, 2016). However, blocking adenosine A1 and A2A receptors did 

not improved amitriptyline action, which suggested that these targets may also not be critical in 
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THN101 action. On the other hand, the intrathecal delivery of another gap junction blocker, 

carbenoxolone, amplified amitriptyline effect on mechanical hypersensitivity, which was 

supportive of gap junctions as a relevant target in potentiating antidepressant drug action on 

neuropathic pain. 

Our data indicate that amitriptyline action can be potentiated by the anti-malaria drug 

mefloquine. While studies have reported that in its present clinical use mefloquine can have 

psychiatric adverse effects (Caillon et al., 1992; Keiser et al., 2014; Petersen et al., 2006), the doses 

used in the indication of malaria are in a much higher range than those necessary to improve 

amitriptyline action. The present data thus support the interest of a clinical assessment of the 

TNH101 drug combination in neuropathic pain patients.  
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3! Travaux complémentaires 

3.1! Analyse de l’impact du THN101 dans la moelle épinière 

3.1.1( Contexte 

Cette expérience s’inscrit dans l’analyse des effets du THN101 dans le système nerveux. 

L’objectif était de déterminer un élément moléculaire impacté par le THN101 par 

immunomarquage. Nous avons voulu cibler la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), car cette 

protéine est notamment un biomarqueur de l’activation astrocytaire. Dans des modèles de 

douleurs, une augmentation de l’expression protéique de GFAP est souvent retrouvée après 

l’induction d’une douleur, notamment au sein de la corne dorsale de la moelle épinière (cf. section 

4, Letellier et al., en préparation). De plus, l’action antinociceptive de certains traitements 

s’accompagne d’une diminution de l’expression de la GFAP. 

Dans cette expérience, nous avons voulu déterminer si dans notre modèle une telle 

modulation avait lieu au sein de la moelle épinière au niveau lombaire, directement relié au nerf 

sciatique, et si un traitement au THN101 permettait de rétablir ou non les modifications 

potentiellement induites par l’induction d’une neuropathie. 

3.1.2( Matériel et méthodes 

Concernant les animaux, leur hébergement et les traitements administrés, nous nous 

sommes mis dans les mêmes conditions que dans les travaux décrits précédemment (cf. section 2). 

Dans cette expérience, trois groupes d’animaux ont été répartis selon ce qui suit : un groupe de 9 

souris sham traitées au placebo, un groupe de 9 souris « cuff » traitées au placebo et un groupe de 

9 souris « cuff » traitées au THN101 (amitriptyline 10 mg/kg et méfloquine 0,1 mg/kg, 

administrées par gavage oral). Avant le traitement, la sensibilité mécanique statique des pattes 

arrière des souris a été évaluée avant et après chirurgie. Deux semaines après la chirurgie, la 

solution placebo ou le THN101 ont été administrés aux animaux, 7 heures après les souris ont été 

perfusées afin de récolter les segments lombaires de leur moelle épinière. Les échantillons de 

moelle épinière ont par la suite été post-fixés avant d’être cryo-protégés, inclus et stockés. 

Nous avons ensuite réalisé des sections de moelle épinière de 12 µm d’épaisseur à l’aide 

d’un cryostat. Les coupes ont été déposées sur lames, incubées avec l’anticorps primaire de lapin 

anti-GFAP (US Biological,) dilué au 1/1000, puis avec l’anticorps secondaire d’âne anti-CY3 

(Jackson Laboratories) à 1/1000 avec des rinçages successifs entre chaque étape. Les images ont 
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été recueillies et analysées à l’aide de l’appareillage et du logiciel associés au scanner de lames 

Nanozoomer®. Nous avons calculé la densité du marquage GFAP dans la corne dorsale de la 

moelle épinière ipsilatérale, que nous avons normalisée par rapport à la densité mesurée dans la 

partie controlatérale correspondante. 

3.1.3( Résultats 

 Le ratio entre la densité de marquage GFAP dans la corne dorsale de la moelle épinière 

ipsilatérale et celui de la patte controlatérale est en moyenne de 1,44 ± 35,1 dans le groupe sham 

traité au placebo, 26,42 ± 42,7 dans le groupe « cuff » traité au placebo et 11,15 ± 37,9 dans le 

groupe « cuff » traité au THN101. L’analyse globale des résultats ne montre donc pas de 

différence significative entre les groupes (Chi2, p=0.71653). En particulier, elle ne montre pas de 

présence/persistance d’une induction significative de GFAP chez les animaux « cuff » à 2 

semaines après la chirurgie et mise en place du cuff autour du nerf sciatique. 

 

Figure 20. Densité du marquage GFAP dans la corne dorsale de la moelle épinière 

3.2! Traitements chroniques : évaluation de l’impact de la connexine 43 dans 

l’action du THN101 dans la douleur neuropathique 

En parallèle des travaux de l’article, nous avons essayé de trouver d’autres approches pour 

déterminer le mécanisme d’action chronique du traitement THN101 chez nos animaux, dont la 

synthèse et l’analyse vous sont brièvement présentées ci-après. 
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3.2.1( Mise en place d’une autre approche chronique 

Pour tenter de diminuer la variabilité de réponse des souris aux différents traitements 

d’amitriptyline administrés, nous nous sommes rapprochés d’une entreprise américaine 

(Innovative Research of America) qui fabrique des pastilles à diffusion sous-cutanée lente et 

progressive de médicaments à destination de la recherche animale. Notre objectif était de 

standardiser la procédure de traitement chronique d’amitriptyline et d’obtenir une absorption 

continue et mieux contrôlée du produit. De plus, cette méthode présentait l’avantage de ne 

nécessiter qu’une seule intervention chez l’animal pour toute la durée du traitement, assurant un 

gain de temps et de reproductibilité. Néanmoins, nous avons constaté le décès de nos animaux 

après la mise en place des pastilles à cause d’une surdose d’amitriptyline. Après prélèvements, 

nous avons retrouvé des taux plasmatiques d’amitriptyline et de nortriptyline bien supérieurs à 

ceux attendus dans le cas d’une diffusion lente et progressive (12-17 µM et 3-7 µM 

respectivement). 

3.2.2( Analyse moléculaire des cibles de l’amitriptyline 

En parallèle des travaux de l’article et dans l’espoir de trouver une approche permettant 

d’observer un effet de l’amitriptyline et du THN101 par traitement chronique chez nos animaux, 

nous avions lancé un protocole pour étudier les cibles moléculaires mises en jeu. Pour cela, nous 

avions d’abord voulu étudier le traitement chronique à l’amitriptyline seul, pour pouvoir 

l’appliquer par après au THN101. Nous avons donc suivi la sensibilité mécanique des souris 

avant et après chirurgie et avons administré dans un des groupes de l’amitriptyline à une 

concentration de 200 µg/mL par voie orale (eau de boisson) pendant trois semaines. A l’issue de 

ces traitements, nous avons prélevé le cerveau, la moelle épinière et les ganglions rachidiens 

dorsaux afin d’en extraire les ARN qui auraient pu être analysés avec le système microfluidique de 

puces Fluidigm. Nous avons extrait et dosé ces ARN, cependant les résultats comportementaux 

acquis pendant cette période nous ont redirigés vers une approche aiguë, écartant de fait une 

analyse mécanistique plus globale à partir de traitements chroniques. Ces échantillons sont 

sauvegardés au laboratoire et pourront profiter à une étude des cibles de l’amitriptyline dans le 

traitement de la douleur neuropathique. 

3.2.3( Mise en place d’une lignée transgénique 

Pour étudier spécifiquement l’effet d’une suppression de la connexine 43 astrocytaire, nous 

sommes entrés en contact avec une équipe du Collège de France qui dispose d’une lignée dont le 
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gène de la connexine 43 peut être supprimé spécifiquement dans les astrocytes. En aout 2017, 

nous avons pu bénéficier par courtoisie d’un mâle (GFAP-Cre0/+ : Cx43fl/fl ) et d’une femelle 

(GFAP-Cre0/0 : Cx43fl/fl ) qui nous ont permis de mettre en place cette lignée dans l’animalerie du 

Chronobiotron. Malheureusement, la femelle, âgée, est morte de dystocie peu après. Nous avons 

donc dû faire accoupler le mâle restant avec deux femelles C57BL/6J afin de générer la lignée. Le 

temps nécessaire à la mise en place de cette lignée, le faible succès de reproduction des 

générations et les résultats erratiques obtenus sur les quelques souris issues de cette reproduction 

ne nous ont pas permis de générer des résultats exploitables. La lignée a été terminée ce début 

2020. 
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4! Discussion générale 

Le but de ces travaux de thèse a été en premier lieu de valider une procédure expérimentale 

qui démontre une supériorité d’action antinociceptive du THN101, combinaison d’amitriptyline 

et de méfloquine, dans le modèle du cuff chez la souris, en comparaison à l’amitriptyline qui 

constitue un traitement de référence. Après des mois de mise au point, nous avons pu établir un 

protocole qui permet de mesurer un tel effet après une administration aiguë orale et ainsi en 

déterminer la pharmacocinétique et le mécanisme d’action. 

 

L’évaluation des effets de la combinaison TH101 chez la souris a été réalisée en mesurant 

l’évolution de la sensibilité mécanique des pattes arrière des animaux par des tests de von Frey, 

après l’induction d’une neuropathie périphérique par la chirurgie du cuff  (cf. Figure 13 et Figure 

14). Pour que cette évaluation soit la plus complète possible, nous avons comparé les effets de 

l’amitriptyline et de la méfloquine séparément à différentes doses, pour déterminer finalement les 

doses du THN101 à utiliser chez la souris pour les expériences suivantes. En nous basant sur 

l’action antinociceptive aiguë de l’amitriptyline (Kremer et al., 2018), nous avons démontré que la 

méfloquine permettait une prolongation de l’effet antinociceptif de l’amitriptyline jusqu’à huit fois 

plus longtemps que l’amitriptyline seule aux même doses.  

Par une étude de pharmacocinétique par spectrométrie de masse (cf. Figure 15), nous 

avons pu déterminer l’évolution des concentrations d’amitriptyline, de nortriptyline (un de ses 

métabolites actif), et de méfloquine dans le sang, le plasma, la moelle épinière et le cerveau dans la 

période où nous avions retrouvé un effet antinociceptif de la combinaison THN101. Cette étude 

nous a permis de montrer que la méfloquine n’affecte ni la biodisponibilité ni le catabolisme de 

l’amitriptyline ou de la nortriptyline chez la souris. 

Une fois ces observations faites, nous avons voulu comprendre quel mécanisme d’action 

était à l’origine de cette potentialisation. Par une approche lésionnelle (cf. Figure 16), nous avons 

montré que les contrôles descendants inhibiteurs de la douleur étaient essentiels à la 

manifestation de l’effet antinociceptif du THN101, alors que la composante périphérique de 

l’amitriptyline ne semblait pas impliquée. Ces résultats sont en concordance avec les données de 

la littérature, qui montrent que l’amitriptyline met en jeu de façon aiguë les contrôles inhibiteurs 

noradrénergiques de la douleur (Hiroki et al., 2017 ; Kremer et al., 2016). En outre, il nous a fallu 

déterminer les cibles pharmacologiques mises en jeu par la combinaison THN101, en évaluant la 

contribution respective des cibles directes et/ou indirectes de l’amitriptyline et des cibles directes 
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de la méfloquine. Nous avons montré que la mise en jeu des récepteurs α2-adrénergiques, 

indirectement ciblés par l’amitriptyline (Di Cesare Mannelli et al., 2016 ; Kremer et al., 2018), était 

requise dans la mise en place de l’effet du THN101 mais pas nécessairement dans son expression 

(cf. Figure 17). De plus, les récepteurs β-adrénergiques, mis en jeu par les antidépresseurs lors 

d’un traitement chronique (Bohren et al., 2013 ; Choucair-Jaafar et al., 2009), ne semblent pas être 

des acteurs majeurs dans l’effet aigu de la combinaison. Enfin, nous avons étudié les cibles 

pharmacologiques potentielles de la méfloquine en confrontant in vivo des cibles candidates issues 

d’une étude in vitro, soulignant une interaction possible de la méfloquine avec les récepteurs 

purinergiques A1 et A2A, ainsi que le transporteur de sérotonine (cf. Figure 18 et Figure 19). 

L’hypothèse d’une action de ces cibles a été écartée au profit d’une action principale sur les 

jonctions communicantes. 

 

Dans cette discussion générale, nous discuterons de la mise en œuvre des travaux présentés 

précédemment et nous mettrons en perspective nos résultats en essayant de répondre aux 

hypothèses mécanistiques impliquées dans les effets du THN101. 

4.1! De la mise au point à l’étude mécanistique : validité des approches 

Au départ, nous avons rencontré des difficultés à observer chez nos animaux une réponse 

à l’amitriptyline qui soit à la fois dose-dépendante et reproductible, rentrant parfois en 

contradiction avec des résultats précédents de l’équipe. Le choix de donner le traitement aux 

animaux par voie orale a été fait pour se rapprocher au maximum des conditions cliniques. Afin 

de pouvoir contrôler au mieux la dose de traitements à laquelle les animaux seraient exposés, 

nous avons opté pour une administration des traitements par gavage. Cependant, nous n’arrivions 

pas à mesurer d’effet antinociceptif chronique avec l’amitriptyline. Lors de ces expériences, nous 

ne traitions les animaux qu’une fois par jour avec un test effectué le lendemain, alors que toutes 

les études de l’équipe portant sur l’effet analgésique de certains antidépresseurs ont utilisé des 

protocoles d’administration chronique d’amitriptyline par voie systémique (i.p.), avec deux 

administrations journalières (Benbouzid et al., 2008). Il semblerait donc, que la voie 

d’administration soit i.p. ou orale, qu’une seule administration par jour d’amitriptyline soit 

insuffisante pour obtenir un soulagement de l’hypersensibilité mécanique toujours présent le 

lendemain. 

Les premiers protocoles d’administration de l’amitriptyline via l’eau de boisson, qui 

permet d’étendre l’exposition sur toute la durée de prise hydrique des animaux, ont permis 

d’observer un soulagement de l’hypersensibilité mécanique des souris entre 10 et 15 jours après le 
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début du traitement à 100 µg/mL. Cela est plus tardif qu’avec la dose habituelle de 200 µg/mL 

que l’équipe a utilisé précédemment pour étudier les mécanismes des antidépresseurs (Kremer et 

al., 2018). Nous souhaitions en effet nous positionner à une dose intermédiaire, rendant possible 

une éventuelle potentialisation par la méfloquine (notre hypothèse étant que cette dernière allait 

permettre d’observer un effet plus précoce). En l’occurrence, à la dose choisie, nous avons 

observé un effet antiallodynique net de la combinaison avec la méfloquine à 0,3 et 0,9 mg/kg, 

administrée par voie intrapéritonéale. Cependant, nous avons noté qu’il aurait été nécessaire 

d’avoir dans ces expériences des groupes contrôle traités à la méfloquine seule, en raison d’une 

augmentation de variabilité ou d’effet propre de la méfloquine à ces doses. Au final, avec les 

différentes doses d’amitriptyline que nous avons utilisées, la méfloquine n’a pas permis pas une 

diminution plus rapide ou plus important de l’hypersensibilité mécanique ipsilatérale des souris. 

Dès lors, nous nous sommes interrogés quant aux paramètres à modifier afin de poursuivre 

l’étude sur la base d’un protocole fiable nous permettant d’analyser plus en détail le mécanisme 

d’action du THN101. Indépendamment de ce qui a été fait jusqu’alors, l’équipe a aussi subi une 

période, traversée par le début de cette thèse, au cours de laquelle nous avons fait face à des 

difficultés transitoires dans les expériences comportementales. En effet, l’ensemble des travaux de 

l’équipe a pendant près d’un an, voire deux, constaté une variabilité importante dans les données 

comportementales du modèle du cuff et dans l’effet des traitements, sans qu’une cause précise ait 

pu être identifiée. Nous n’avons ainsi pas pu déterminer si ces problèmes provenaient des 

fournisseurs des animaux, de leur élevage, de leur génétique, de leur nourriture ou s’ils étaient liés 

aux installations de l’animalerie, à un changement dans la composition de la nourriture, etc. Bien 

que transitoires, ces difficultés peuvent avoir contribué au manque de reproductibilité des 

premières expériences avec le THN101. 

Après avoir comparé nos méthodes avec celles des autres travaux de l’équipe, nous avons 

conclu qu’il serait intéressant d’évaluer la faisabilité d’une étude du THN101 sur la base de 

traitements aigus, pour laquelle une action antinociceptive de l’amitriptyline avait été récemment 

mise en évidence (Kremer et al., 2018), et qui pourraient apporter l’assurance d’une meilleure 

fiabilité des résultats. Nous avons aussi relevé que la souche de souris que nous avions utilisée 

jusqu’alors était sensiblement différente de celle utilisée habituellement au laboratoire. En effet, 

nous avons travaillé pendant cette période initiale avec des souris issues d’une lignée 

C57BL/6JOlaHsd (Envigo) dont nous avons ensuite relevé qu’elle présentait une délétion 

génétique au niveau du locus correspondant à l’α-synucléine (Specht et Schoepfer, 2004). Cette 

protéine est normalement présente dans le système nerveux, mais son accumulation dans les 

corps de Lewy est impliquée dans la physiopathologie la maladie de Parkinson. Le rôle de cette 
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protéine dans la maladie est encore mal connu, et des corrélats entre la perte d’expression de cette 

protéine et les fonctions sensorielles ou la douleur n’ont à notre connaissance pas été reportés 

dans la littérature. Même s’il existe une comorbidité importante entre la maladie de Parkinson et 

des douleurs chroniques (Faivre et al., 2019), la plupart des modèles animaux de la maladie en lien 

avec l’α-synucléine la surexpriment. De plus, les souris déficientes en α-synucléine ont un taux de 

recapture de dopamine plus bas que chez des souris non déficientes (Chadchankar et al., 2011). Il 

n'est donc pas impossible que l’absence d’α-synucléine soit susceptible de jouer un rôle dans la 

réponse au THN101, composé d’un antidépresseur à composante aminergique. Réflexion faite, 

nous avons décidé de reprendre une souche qui ne présente pas cette modification génétique, 

nous avons donc opté pour des souris C57BL/6J (Charles River) « classiques » dans les travaux 

ultérieurs. 

!

D’autre part, une autre difficulté à laquelle nous avons fait face est le fait que l’efficacité du 

THN101 est médiée par deux composés qui ont une pharmacodynamie différente. On observe 

cette différence dans le modèle avec lequel nous avons travaillé où le pic de concentration 

d’amitriptyline dans le sang est obtenu au maximum une heure après administration, alors que 

pour la méfloquine il se situe au minimum à 7 heures (cf. Figure 15). Nos travaux d’analyse de la 

composante adrénergique du THN101 ont soulevé l’importance des récepteurs α2-adrénergiques 

dans l’induction de l’effet du THN101, mais pas dans sa persistance (cf. Figure 17). De ce fait, 

tout laisse à penser que la potentialisation de l’effet antinociceptif de l’amitriptyline (cf. Figure 13) 

est dû à la rémanence de la méfloquine dans l’organisme, l’effet comportemental observé étant 

présent jusqu’à 16 heures après administration (cf. Figure 14, gauche). Par ailleurs, les obstacles 

rencontrés lors de nos protocoles de traitements chroniques peuvent aussi avoir été dus pour 

partie à cette différence de pharmacodynamie. En effet, injecter de manière quotidienne de la 

méfloquine, dont l’effet pharmacologique toujours mesuré 16 heures après administration 

suggère qu’elle est toujours présente dans le sang, favoriserait de facto une accumulation du produit 

dans l’organisme, et l’augmentation de sa concentration dans le sang pourrait diriger in fine son 

spectre d’action vers d’autres cibles biologiques. Néanmoins, nous avons voulu répondre à la 

question soulevée par ce raisonnement en répétant pendant 5 jours une administration du 

THN101 aux doses déterminées (cf. Figure 14, droite). Cette expérience a montré que l’effet 

bénéfique du THN101 était conservé. Pour aller plus loin, il serait intéressant de renouveler 

l’expérience en la menant sur un temps plus long, avec un contrôle à période régulière des taux 

d’amitriptyline et de méfloquine dans le sang, afin de déterminer les seuils d’exposition de 

méfloquine à atteindre pour que l’effet du THN101 soit présent. 
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4.2! Analyse mécanistique du THN101 

4.2.1( Contrôles descendants de la douleur et action spinale 

D’après les données issues des travaux de l’équipe, les différentes classes d’antidépresseurs 

utilisés dans le traitement des douleurs neuropathiques agissent sur l’hypersensibilité mécanique 

au travers de deux mécanismes en partie indépendants (Kremer et al., 2018). D’une part, les 

antidépresseurs présentent une action rapide en agissant sur les contrôles descendants inhibiteurs 

de la douleur, favorisant un soulagement de l’hypersensibilité mécanique médié par l’activation 

des récepteurs adrénergiques α2A spinaux, elle-même provoquée par la libération de 

noradrénaline. Par ailleurs, ce mécanisme nécessite la coprésence des récepteurs opioïdes µ et δ. 

D’autre part, les antidépresseurs présentent un mécanisme différé lors de traitements chroniques, 

qui repose sur les fibres sympathiques ayant bourgeonné dans les ganglions dorsaux suite à la 

lésion nerveuse périphérique (McLachlan et al., 1993 ; Ramer et Bisby, 1998). Ce mécanisme 

périphérique des antidépresseurs repose sur une action de la noradrénaline de ces fibres sur les 

récepteurs adrénergiques β2, porté par les cellules satellites au niveau des ganglions rachidiens 

dorsaux, et va plus spécifiquement jouer sur la neuroinflammation qui accompagne l’atteinte 

nerveuse. Nos données montrent que la combinaison THN101 amplifie préférentiellement le 

premier de ces deux mécanismes, jouant sur les contrôles descendants de la douleur. 

Les contrôles descendants de la douleur sont les voies neuro-anatomiques impliquées dans 

la modulation bulbo-spinale des informations nociceptives, qui cheminent le long des faisceaux 

ventro- ou dorsolatéral pour contacter les neurones de la corne dorsale de la moelle épinière 

(Millan, 2002). Comme certains antidépresseurs utilisés dans le traitement de la douleur 

neuropathique (Tanabe et al., 2008), l’action du THN101 nécessite que ces contrôles descendants 

soient fonctionnels. Par exemple, l’action analgésique d’une administration aigüe de clomipramine 

ou d’amitriptyline peut être supprimée suite à la section de ces voies  (Ardid et al., 1995 ; Kremer 

et al., 2018). Ces voies prennent leur origine au sein du tronc cérébral, dans des régions à 

composante peptidergique (ocytocine, vasopressine, enképhalines) ou aminergique (dopamine, 

sérotonine, noradrénaline). Selon les peptides ou les monoamines impliquées, et selon le type de 

récepteur engagé, les contrôles descendants mis en jeu peuvent avoir une action pronociceptive 

ou antinociceptive. Une des régions impliquées dans la modulation descendante inhibitrice de la 

douleur est le locus cœruleus, qui forme des projections noradrénergiques à destination de la 

moelle épinière (Llorca-Torralba et al., 2016 ; Pertovaara, 2013) et exerce essentiellement son 

action sur l’information nociceptive à travers les récepteurs adrénergiques α spinaux. L’activation 

plus particulière des récepteurs adrénergiques α2, par exemple par la clonidine ou la xylazine, est 
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ainsi connue pour être analgésique, comme il l’a été montré chez l’animal ou chez l’Homme  

(Baidya et al., 2014). Par ailleurs, d’autres études ont montré que l’action aigue de l’amitriptyline 

était supprimée chez souris chez lesquelles les récepteurs adrénergiques α2 avaient été supprimés 

par voie transgénique (Özdoğan et al., 2004). De plus, les données de l’équipe ont montré que 

l’action antinociceptive aigue d’un autre antidépresseur, la duloxétine, était supprimée par le 

blocage spécifique des récepteurs adrénergiques α2A par interférence ARN (Kremer et al., 2018). 

L’ensemble de ces données soulignent l’importance des récepteurs adrénergiques α2, et a priori 

plus précisément des α2A, dans l’action antinociceptive aigue des antidépresseurs.  

Ces récepteurs, préférentiellement exprimés dans la corne dorsale de la moelle épinière, 

seraient situés sur les fibres afférentes primaires et pas sur les fibres noradrénergiques 

descendantes (Seibt, 2015). Dans la moelle épinière, l’action antinociceptive de la noradrénaline 

s’explique par une diminution la transmission glutaminergique des fibres afférentes primaires, par 

l’activation de récepteurs adrénergiques α2 présynaptiques, ainsi que par une diminution de 

l’excitabilité des neurones de la corne dorsale de la moelle épinière, par une action sur des 

récepteurs adrénergiques α2 post-synaptiques (Kawasaki et al., 2003 ; Sonohata et al., 2004), et par 

l’augmentation de la transmission GABAergique et glycinergique dans la corne dorsale de la 

moelle épinière, médiée par l’activation de récepteurs adrénergiques portés par les astrocytes des 

couches plus profondes de la moelle épinière (Seibt, 2015 ; Seibt et Schlichter, 2015). 

Des expériences complémentaires, à l’image de celles réalisées suite à un traitement de 

duloxétine ciblant spécifiquement le récepteur α2A dans le modèle que nous avons utilisé, 

permettraient d’étudier plus en détail les mécanismes noradrénergiques antinociceptifs mis en jeu 

par la combinaison THN101. De la même manière, les effets du THN101 sur l’interaction 

neurones-glie pourraient être davantage étudiés grâce à des modèles de co-culture (Koulakoff et 

al., 2008) afin de détailler le mécanisme d’action antinociceptif du traitement au sein de la moelle 

épinière. 

!

Même si à notre connaissance, la méfloquine ne cible pas directement les éléments de la 

neurotransmission noradrénergique, raison pour laquelle nous avons approfondi la recherche 

d’autres intervenants dans l’action du THN101, les contrôles descendant inhibiteurs 

noradrénergiques semblent être indispensables à la potentialisation des effets antinociceptifs 

démontrés dans nos travaux. De plus, l’action de la méfloquine elle-même semble avoir des 

interactions avec ces contrôles descendants de la douleur. En effet, la méfloquine à forte dose a 

un effet antinociceptif propre, qui est bloqué par une lésion de ces contrôles et qui est dépendant 

des récepteurs adrénergiques α2. La convergence de ces données par rapport à l’action aiguë de 
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l’amitriptyline souligne l’importance de la stimulation des contrôles descendants inhibiteurs de la 

douleur dans l’action de potentialisation montrée par la combinaison THN101. 

4.2.2( Cibles pharmacologiques de la combinaison 

L’hypothèse de travail à l’origine de ces travaux de thèse est que l’avantage thérapeutique 

du THN101 par rapport à l’amitriptyline serait médié par une inhibition de la connexine 43 dans 

les modèles précliniques utilisés. Le profil pharmacologique de la méfloquine, en partie sélectif, 

n’est pas uniquement spécifique des jonctions communicantes ou gap junctions. Des études ont 

montré que la méfloquine a une action d’inhibition de la connexine 43 dans sa composante de 

jonctions communicante mais également dans sa composante hémicanale à 500 nM (Jeanson et 

al., 2016).  

d)! Aspects pharmacocinétiques 

Dans nos travaux, les dosages de méfloquine que nous avons réalisés nous confirment que 

nous nous situons à des doses de méfloquine compatibles avec une action sur les jonctions 

communicantes, en particulier sur les connexines 43. En effet, 7 heures après administration du 

THN101, les doses de méfloquine ont atteint environ 300 nM. A ce point temporel de 

prolongation de l’effet antinociceptif, les concentrations sont donc dans la gamme de celles de 

celles inhibant la connexine 43. 

Dans ce cadre, il serait intéressant de déterminer les doses de méfloquine dans le sang et les 

tissus nerveux lorsque le prolongement d’effet comportemental se poursuit, à savoir à 12, 16 et 

20 heures, ce qui permettrait de savoir si l’extinction de l’amplification liée au THN101 est 

expliquée par une diminution du taux de méfloquine ou non. D’ailleurs, si tel était le cas, il serait 

intéressant de porter une attention ultérieure sur les terminologies employées pour décrire si, 

dans le mécanisme du THN101 apparent, la méfloquine amplifie l’effet antinociceptif de 

l’amitriptyline ou si l’amitriptyline permet d’initier un effet antinociceptif de la méfloquine. A ce 

stade, nous n’avons malheureusement pas pu déployer d’outils pour répondre complètement à 

cette question. 

Comme indiqué dans la section 3 (travaux complémentaires), nous n’avons pas pu utiliser 

les données issues de travaux menées sur des souris déficientes en connexine 43 astrocytaire, tant 

les comportements observés et mesurés étaient sans lien avec le génotype. Par contre, nous avons 

mis en place des approches pharmacologiques, en partie imparfaites car elles ont été basées sur le 

principe d’essayer de mimer l’effet de la méfloquine, en co-administration avec l’amitriptyline, 

avec des molécules agissant sur l’une ou l’autre des cibles proposées par l’étude in vitro (cf. Figure 
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18). Parmi ces cibles, l’interaction de la méfloquine avec le transporteur de sérotonine (SERT), 

avec les récepteurs à l’adénosine A1 et A2A, ou avec les jonctions communicantes ont été testées in 

vivo dans le modèle du cuff. 

e)! SERT 

Concernant le transporteur de la sérotonine (SERT), nous avons utilisé dans notre 

expérience la fluoxétine en co-administration orale avec l’amitriptyline. Ici, la fluoxétine n’a pas 

potentialisé l’effet antinociceptif aigu de l’amitriptyline. Ce résultat rejoint les données de la 

littérature disant que la composante sérotonergique n’est pas essentielle sur les douleurs 

neuropathiques, que ce soit chez l’Homme (Dharmshaktu, Tayal, et Kalra, 2012) ou chez l’animal 

(Salvat et al., 2017). Par ailleurs, dans des modèles de douleurs neuropathiques, il a été mis en 

évidence que celles-ci s’accompagnent d’une perte de fonctionnalité des récepteurs 

sérotonergiques de sous-type 5-HT2A (Wattiez et al., 2017), induisant par cette occasion une perte 

d’efficacité de la sérotonine. 

f)! Adénosine 

Il existe trois types de récepteurs à l’adénosine (A1, A2(2A, 2B) et A3). Ces récepteurs, couplés 

aux protéines G, peuvent être impliqués dans une signalisation pro- ou antinociceptive, selon le 

type de récepteur engagé (Sawynok, 2016). Ces récepteurs sont exprimés par les neurones de la 

corne dorsale de la moelle épinière (Choca, Green, et Proudfit, 1988 ; Guntz et al., 2008) mais 

également par les cellules gliales (Fredholm et al., 2011). 

Dans nos travaux, nous avons utilisé deux antagonistes, le DPCPX (8-Cyclopentyl-1,3-

dipropylxanthine) à 1 mg/kg (Weiss et al., 2003) pour les récepteurs A1 ; et le SCH58261 (2-

(Furan-2-yl)-7-phenethyl-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine), utilisé comme 

antagoniste des récepteurs A2A à une dose pertinente de 0,1 mg/kg (Kopf et al., 1999 ; Paterniti et 

al., 2011). Ces deux approches n’ont pas montré d’amplification semblables à l’effet du THN101 

en co-administrant ces molécules avec l’amitriptyline, suggérant une absence d’implication de 

cette voie dans l’action du THN101. 

g)! Jonctions communicantes et hémicanaux 

Face à l’échec auquel nous avons fait face pour étudier l’effet de la perte de la connexine 43 

sur la réponse à un traitement d’amitriptyline sur une lignée de souris transgéniques, nous avons 

utilisé une approche pharmacologique en utilisant la carbenoxolone pour cibler les jonctions 

communicantes dans notre étude. Cette molécule, qui a notamment été utilisée en clinique pour 
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le traitement des ulcères de l’estomac (Turpie et Thomson, 1965), est un bloqueur non sélectif de 

ces jonctions (de 20 à 150 µM selon les modèles) (Giaume et Theis, 2010). Dans nos travaux, 

nous avons réalisé une expérience comprenant une injection intrathécale de carbenoxolone, avec 

ou sans administration orale d’amitriptyline, révélant une réponse à la combinaison de traitements 

plus forte qu’avec les traitements individuels, sachant que de telles administrations ont par ailleurs 

été individuellement montrées comme pouvant soulager la douleur à plus fortes doses (cf. 

Connexins and pannexins in pain models and treatment, Letellier et al., en préparation). Dans le cadre de 

notre étude, nous avons choisi de nous positionner à une dose aussi faible que possible, qui nous 

a permis de n’observer qu’une tendance en administration seule, et un effet de potentialisation 

marqué lorsque la carbenoxolone a été appliquée avec l’amitriptyline. Si une amplification est 

présente, nous n’avons toutefois pas observé de prolongement de l’effet antinociceptif, 

contrairement au THN101 administré par voie orale. Néanmoins, il est à noter que 

l’administration intrathécale du composé favorise une diffusion plus rapide de la molécule, 

diminuant ainsi la probabilité d’action de la molécule sur ses cibles ; alors qu’une administration 

systémique permet une augmentation certes plus lente du taux des molécules administrées, mais 

qui se maintiennent dans l’organisme à plus long terme. 

Nous avons réalisé un état de l’art couvrant, chez des modèles précliniques de douleur, les 

modifications ou modulations de certaines protéines transmembranaires impliquées dans la 

formation de jonctions communicantes ou de canaux s’en approchant de manière fonctionnelle 

et structurelle, en l’occurrence les connexines et les pannexines. Cette revue avait pour but 

principal de mettre en perspective l’hypothèse principale de ces travaux, selon laquelle l’inhibition 

de la Cx43 par la méfloquine est à l’origine du mécanisme de potentialisation du THN101. La 

majorité des études montrent une augmentation de l’expression et/ou de la fonction de la Cx43 

et de Panx1 dans certains modèles de douleur. L’utilisation de bloqueurs de jonctions 

communicantes peu sélectifs, comme la carbenoxolone, de bloqueurs plus sélectifs comme la 

méfloquine, ou de bloqueurs très sélectifs comme des peptides Cx43 ou Panx1-mimétiques ou 

des ARN interférents, induisent par ailleurs une diminution des symptômes douloureux, 

accompagnée par une diminution de l’expression ou de la fonction de la Cx43 et/ou de Panx1. 

Certaines études ayant relevé la possible interaction de la carbenoxolone ou de la méfloquine avec 

les Panx1, à plus faible dose que celles utilisées pour le blocage des jonctions communicantes 

(Dahl, Qiu, et Wang, 2013 ; Giaume et Theis, 2010 ; Iglesias, Spray, et Scemes, 2010), il serait 

intéressant de compléter notre étude par une analyse de l’effet possible ou non des Panx1 dans 

l’efficacité apparente du THN101 dans le modèle du cuff, en utilisant des modulateurs spécifiques 
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tels que des peptides ou des ARN interférents, administrés de manière intrathécale en co-

administration avec l’amitriptyline. 
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5! Conclusion 

La recherche de nouveaux traitements contre les douleurs neuropathique est un enjeu 

important, d’autant qu’aucun nouveau médicament n’est arrivé sur le marché dans cette 

indication récemment et que les traitements actuels ne parviennent pas à satisfaire totalement le 

besoin thérapeutique. Il semble indispensable d’améliorer le portefeuille des traitements actuels 

qui présentent un seuil de tolérance parfois trop faible, en raison des effets indésirables qu’ils 

induisent et de leur manque d’efficacité, dépendamment dans le cas des douleurs neuropathiques.  

En cela, le THN101, constitué de deux molécules génériques, présente un intérêt majeur 

car il permettrait d’apporter aux patients une amélioration de l’efficacité du soulagement de la 

douleur par la potentialisation des effets de l’amitriptyline. 

Enfin, dans la continuité de ces travaux, une étude clinique chez des patients souffrant de 

douleurs neuropathiques sera menée dans plusieurs sites d’investigation en Europe après une 

évaluation clinique de sécurité, de tolérance et de pharmacocinétique du THN101, en 

comparaison avec l’amitriptyline. 
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?J-"(=-)('!>)!./(!E/&23&7>=>?-7&=!.2(&.3().!>]!)(J2>E&./-7!E&-)D!KLML!2(_-'->)D!*2(&.3().!>]!

)(J2>E&./-7!E&-)!F$!:1*$;&)"-<$1*"),-$=-8&1*$,$%>!G0)!=-?)(H$!'(E.(3@2(!KLML$!5>=$!MY+!)QN+!

E$!MMMOX(PP$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MMMMWI$MRZPXMOOM$KLML$LKNNN$C![!

g&-":&!<$+!6J3&2!%$+!9&-.2&!4$+!6/&))&!8$!A!B=>)-"-)(!]>2!3&)&?(3().!>]!7/2>)-7!E&-)D!%!

@2-(]!2(_-(h!>]!./(!7J22().!(_-"()7('!F$!?)136-<-@")&75(!G0)!=-?)(H$!KLMR$!5>=$!P+!)QM+!E$!NK$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$RMLOWMZTPXOTRo$MKTNTT![!

g&))-'.(2!6$+!,>7nh>>"!4$+!1>)7&=_('!,$+!8&.(=!\$+!<-7n()'>)!%$!d$!A!%)!-)_('.-?&.->)!-).>!

./(! -)/-@-.>2:!]J)7.->)!>]!'(2>.>)-)! -)!"-]]J'(!)>C->J'! -)/-@-.>2:!7>).2>='! -)! ./(!)(J2>E&./-7!

2&.!F$! :1*- <- ')6"! G0)! =-?)(H$! KLMY$! 5>=$! KM+! )QR+! E$!YTLSYZL$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLLKW(IE$NYN![!

g&2&)>_&! %$+! e_&)>_! <$+! 8(.2&'/! ^$+! 8('.>_&! %$+! 4n>@=>_! 9$+! 6(=3&)'>)! e$+! 4/&?-)! <$+!

^&p&2()n>!4$+!1(2&:3>_:7/!0$+!,-._-)!q$+!*-J)>_&!%$+!g>2)!*$!,$+!r'3&)!^$+!4.&2>_(2>_!<$+!



 Bibliographie  

!

117 

,Jn:&)>_! 4$+! 8&)7/-)! s$! A!*/(! 3&33&=-&)! E&))(C-)! ]&3-=:! -'! />3>=>?>J'! .>! ./(!

-)_(2.(@2&.(! -))(C-)!?&E! IJ)7.->)!E2>.(-)'!F$!A&"$+6#7! G0)! =-?)(H$! &_2-=!KLLR$!5>=$!PO+!)QR+!

E$!YLZSYMZ$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$:?()>$KLLO$LN$LKT![!

g&22!*$!8$+!%=@2(7/.!8$!b$+!d>J!t$+!9>)?-)!%$!%$+!4.2-7/&2.p!1$!\$+!\-7(!a$!,$!A!%-2X4.-3J=&.("!

%*8!\(=(&'(!]2>3!6(2&.-)>7:.('!q77J2'!./2>J?/!B>))(C-)!d(3-7/&))(='!F$!'B$?-!8:!G0)!

=-?)(H$! MT! ]u_2-(2! KLMO$! 5>=$! P+! )QK+! E$!(TZYRR$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MOYMWI>J2)&=$E>)($LLTZYRR![!

g&22>.!9$!A!*('.'!&)"!3>"(='!>]!)>7-7(E.->)!&)"!E&-)!-)!2>"().'!F$!8&1*$7#6&"#&!G0)!=-?)(H$!

IJ-)! KLMK$! 5>=$! KMM+! E$!ONSTL$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$)(J2>'7-()7($KLMM$MK$LRM![!

g(/('/.-! <$! A!%"_(2'(! /(&=./! (]](7.'! >]! &@J'(X"(.(22().! >E->-"'D! 0_-"()7(! ]2>3! ./(!

2(]>23J=&.->)! >]! qC:B>).-)!F$! 4&),5(- :#$"$+6#7! G0)! =-?)(H$! KLMN$! 5>=$! KP+! )QMK+!

E$!MRRNSMRZM$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLLKW/(7$ONRR![!

g()@>Jp-"!9$+!B/>J7&-2Xb&&]&2!^$+!s&=7-)!e$+!c&=.-'E(2?(2!0$+!9J==(2!%$+!a2(J)"X9(27-(2!9$!

b$+!g&22>.!9$!A!B/2>)-7+!@J.!)>.!&7J.(+!.2-7:7=-7!&).-"(E2(''&).!.2(&.3().!&==(_-&.('!)(J2>E&./-7!

&==>":)-&! &].(2! '7-&.-7! )(2_(! 7J]]-)?! -)! 3-7(!F$! :1*$;&)"- <$1*"),- $=- ')6"! G0)! =-?)(H$!

)>_(3@2(! KLLP$! 5>=$! MK+! )QP+! E$!MLLPSMLMY$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$(IE&-)$KLLP$LM$LML![!

g()@>Jp-"! 9$+! 1&_u2-&JCX\J]]! B$+! s&=7-)! e$+! c&=.-'E(2?(2! 0$+! *(''-(2! ,$Xd$+! 9J==(2! %$+!

6-(]](2! g$! ,$+! a2(J)"X9(27-(2!9$! b$+! g&22>.! 9$! A!<(=.&XqE->-"! \(7(E.>2'! %2(! B2-.-7&=! ]>2!

*2-7:7=-7! %).-"(E2(''&).! *2(&.3().! >]! ^(J2>E&./-7! %==>":)-&!F$!06$,$%6#),- '7>#(6)5*>! G0)!

=-?)(H$! 3&2'! KLLP$! 5>=$! ZO+! )QZ+! E$!ZOOSZOZ$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$@->E':7/$KLLY$LZ$LMZ![!

g()@>Jp-"! 9$+! 8&==&?(! 5$+! \&I&=J! 9$+! c&=.-'E(2?(2! 0$+! <>2-">.! 4$+! 8>-'@(&J! 8$+! a2(J)"X

9(27-(2!9$!b$+!g&22>.!9$!A!47-&.-7!)(2_(!7J]]-)?! -)!3-7(D!%!3>"(=!>]!'J'.&-)("!)(J2>E&./-7!

E&-)!F$! :1*$;&)"- <$1*"),- $=- ')6"! G0)! =-?)(H$! IJ-==(.! KLLP$! 5>=$! MK+! )QT+! E$!TNMSTNN$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$(IE&-)$KLLY$ML$LLK![!

g()-.p!6$Xa$+!d&==!,$!9$!A!,>7&=!9>2E/>=>?-7&=!\('E>)'(!a>==>h-)?!&!4-)?=(!4J@7J.&)(>J'!

e)I(7.->)! >]! B&22&?(()-)! -)! ./(! \&.!F$! :C;&*6+&"5),- 06$,$%>- )"3- D&36#6"&! G0)! =-?)(H$! M!

)>_(3@2(! MNTN$! 5>=$! MLK+! )QK+! E$!RRKSRRT$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$OMPMWLLOYNYKYXMLKXKTKYP![!

g())(..!1$!b$+!o-(!s$X6$!A!%!E(2-E/(2&=!3>)>)(J2>E&./:!-)!2&.!./&.!E2>"J7('!"-'>2"(2'!>]!E&-)!

'()'&.->)! =-n(! ./>'(! '(()! -)! 3&)!FD! ')6"! G0)! =-?)(H$! &_2-=! MNPP$! 5>=$! OO+! )QM+! E$!PYSMLY$!
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<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWLOLRXONTNiPPjNLKLNXZ![!

g(22>7>'>!0$+!9-7>!b$X%$+!5-..>)!q$+!,&"J2(!8$+!^(h3&)X*&)72("-!%$+!<(E>>2.v2(!\$+!g&2"-)!

,$! A!0_&=J&.->)! >]! 3-=)&7-E2&)+! -)! 7>3E&2-'>)! h-./! &3-.2-E.:=-)(+! >)! 7>="! &)"! 3(7/&)-7&=!

&==>":)-&!-)!&!2&.!3>"(=!>]!)(J2>E&./-7!E&-)!F$!:1*$;&)"-<$1*"),-$=-'()*+)#$,$%>!G0)!=-?)(H$!

3&2'! KLMM$! 5>=$! ZTT+! )QMSO+! E$!RZSTM$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$(IE/&2$KLMM$LM$LKK![!

g/&_(! 4$+! 1&"(! %$+! 6&)?! 9$+! d&J'(2! 6$! a$+! <(h(:! c$! ,$+! %n@&2&=-! d$! e$! A!B>))(C-)l

EJ2-)(2?-7! '-?)&=-)?! -)! ().(2-7! ?=-&! 3("-&.('! ./(! E2>=>)?("! (]](7.! >]! 3>2E/-)(! >)!

7>)'.-E&.->)!F$! E(&- F@?:0- <$1*"),! G0)! =-?)(H$! IJ-)! KLMY$! 5>=$! OM+! )QZ+! E$!KZRNSKZZL$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLNZW]I$KLMZLMLZP\![!

g-&=&'!8$+!9&-(2!B$+!6=>'(!8$+!dmJ'(2!c$!A!0]]-7&7:!&)"!/&23'!>]!=>)?X.(23!>E->-"!./(2&E:!-)!

7/2>)-7!)>)X7&)7(2!E&-)D!4:'.(3&.-7!2(_-(h!&)"!3(.&X&)&=:'-'!>]!>E()X=&@(=!(C.()'->)!.2-&='!

h-./! &! '.J":! "J2&.->)! wKZ! h((n'!F$!:1*$;&)"- <$1*"),- $=- ')6"! G0)! =-?)(H$! KLMN$! 5>=$! )W&+!

)Q)W&+$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLLKW(IE$MRNZ![!i7>)'J=.u!=(!MR!)>_(3@2(!KLMNj!

g>/2()!s$+!*(''-(2!,$Xd$+!9(?&.!4$+!8(.-.I(&)!d$+!dJ?(=!4$+!<&)-(=!<$+!62(3(2!9$+!a>J2)(=!4$+!

d(-)!,$+!47/=-7/.(2!\$+!a2(J)"X9(27-(2!9$Xb$+!s&=7-)!e$+!g&22>.!9$!A!%).-"(E2(''&).'!'JEE2(''!

)(J2>E&./-7! E&-)! @:! &! E(2-E/(2&=! xKX&"2()>7(E.>2! 3("-&.("! &).-X*^ay! 3(7/&)-'3!F$!

8&1*$G6$,$%>- $=- H67&)7&! G0)! =-?)(H$! "u7(3@2(! KLMO$! 5>=$! ZL+! E$!ONSTL$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$)@"$KLMO$LP$LMK![!

g>2(==-!0$+!B2(E&="-!<$+!8>22>!B$!%$+!B&77-&2-!B$!A!*/(!E':7/>=-)?J-'.-7!&)"!&]](7.-_(!'.2J7.J2(!

>]!h>2"'!7>)_(:-)?!E&-)!F$!'B$?-!"&!G0)!=-?)(H$!KN!IJ-)!KLMP$!5>=$!MO+!)QZ+$!<-'E>)-@=(!'J2UD!

V!/..E'DWW">-$>2?WML$MOYMWI>J2)&=$E>)($LMNNZTP![!i7>)'J=.u!=(!P!I&)_-(2!KLKLj!

g>J/&''-2&!<$+!,&).u2-X9-)(.!9$+!%..&=!^$+!,&J2().!g$+!*>J@>J=!B$!A!82(_&=()7(!>]! 7/2>)-7!

E&-)!h-./!)(J2>E&./-7!7/&2&7.(2-'.-7'!-)!./(!?()(2&=!E>EJ=&.->)!FD!')6"!G0)!=-?)(H$!IJ-)!KLLP$!

5>=$!MOZ+!)QO+!E$!OPLSOPY$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$E&-)$KLLY$LP$LMO![!

g>:7(!%$!6$!b$+!6-3!9$!4$+!c-7n-X4.>2"(J2!,$!0$+!4h&:)(!,$!%$!A!%*8!'.-3J=&.('!E&))(C-)!M!

-).(2)&=-p&.->)!.>!()">'>3&=!7>3E&2.3().'!F$!06$#(&+6#),-<$1*"),!G0)!=-?)(H$!MT!'(E.(3@2(!

KLMT$!5>=$!RYL+!)QO+!E$!OMNSOOL$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLRKWgbKLMRMTTM![!

g2&_>! <$+! e@&22&! 8$+! \(.&3&=! b$+! 8(=-''-(2! *$+! ,&J2-">! B$+! d(2)&)"(p! %$+! B>)'.&)"-=! ,$!

A!8&))(C-)!MD!%!)>_(=!E&2.-7-E&).!-)!)(J2>E&./-7!E&-)!'-?)&=-)?!-)!./(!2&.!'E-)&=!7>2"!FD!')6"!

G0)! =-?)(H$! >7.>@2(! KLMR$! 5>=$! MTT+! )QML+! E$!KMLPSKMMT$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$E&-)$KLMR$LY$LKR![!

g2&_>!<$+!9&.J2&)&!B$!b$+!8(=-''-(2!*$+!d(2);)"(p!%$+!B>)'.&)"-=!,$!A!e).(2&7.->)'!>]!E&))(C-)!
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M!h-./!^9<%!&)"!8KoY! 2(7(E.>2'! -)! 7().2&=! )(2_>J'! ':'.(3!E&./>=>?-('D!8>''-@=(! 2>=(! >)!

7/2>)-7! E&-)!F$!'()*+)#$,$%6#),- .&7&)*#(! G0)! =-?)(H$! )>_(3@2(! KLMT$! 5>=$! MLM+! E$!PZSNO$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$E/2'$KLMT$LY$LMZ![!

g2(-_-n!d$+!B>==(..!g$+!5().&]2-""&!5$+!B>/()!\$+!1&==&7/(2!<$!A!4J2_(:!>]! 7/2>)-7!E&-)! -)!

0J2>E(D!E2(_&=()7(+! -3E&7.!>)!"&-=:! =-](+!&)"! .2(&.3().!F$!:1*-<-')6"! G0)! =-?)(H$!3&-!KLLZ$!

5>=$!ML+!)QR+!E$!KPYSOOO$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$(IE&-)$KLLT$LZ$LLN![!

g2(-_-n!d$+!0-'()@(2?!0$+!qzg2-()!*$!A!*/(!-)"-_-"J&=!&)"!'>7-(.&=!@J2"()!>]!7/2>)-7!E&-)!-)!

0J2>E(D!./(!7&'(!]>2!'.2&.(?-7!E2->2-.-'&.->)!&)"!&7.->)!.>!-3E2>_(!n)>h=("?(!&)"!&_&-=&@-=-.:!

>]! &EE2>E2-&.(! 7&2(!F$! 0DI- '1G,6#- 4&),5(! G0)! =-?)(H$! KR! "u7(3@2(! KLMO$! 5>=$! MO+! )QM+!

E$!MKKN$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MMPZWMRYMXKRTPXMOXMKKN![!

g2>h)!e$!%$!9$+!97B=&-)!b$!,$+!c&.'>)!\$!0$+!8&.(=!g$!%$+!1J=@2&)'()!g$!<$!A!0).(2-7!1=-&!

9("-&.(!^(J2>)!<(&./! -)! B>=-.-'! */2>J?/! 8J2-)(2?-7! 8&./h&:'! */&.! \(fJ-2(! B>))(C-)XRO!

&)"! ^-.2-7! qC-"(!F$!I&,,1,)*- )"3- D$,&#1,)*- A)75*$&"5&*$,$%>- )"3- 4&;)5$,$%>! G0)! =-?)(H$!

I&)_-(2! KLMZ$! 5>=$! K+! )QM+! E$!YYSNM$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$I73?/$KLMT$LP$LLY![!

g2Jpp>)(!\$+!d>23Jp"-!4$!1$+!g&2@(!9$!*$+!d(2@!%$+!9>):(2!d$!A!8&))(C-)'+!&!]&3-=:!>]!?&E!

IJ)7.->)! E2>.(-)'! (CE2(''("! -)! @2&-)!F$!'*$#-8)5,-@#)3- ?#6-J-?-@! G0)! =-?)(H$! MM! )>_(3@2(!

KLLO$! 5>=$! MLL+! )QKO+! E$!MOZRRSMOZRN$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLYOWE)&'$KKOORZRMLL![!

gJ2n(! g$! 9$! A!9(]=>fJ-)(!F$! E(&- B)"#&5! G0)! =-?)(H$! IJ-)! MNNO$! 5>=$! ORM+! )QPPZL+!

E$!MZLTSMZLZ$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWLMRLXZYOZiNOjNLYTMXK![!

gJ23&!^-7>=(!0+!g>)-)!\$!8$+!,("J7X8(''&/!d$+!g&-3(=!B$+!B&-2)72>''!{$!a$+!9>J''(&J!9$+!

4/&)n&2&!b$!5$+!4.(3n>h'n-!8$!,$+!g&-3>Jn/&3(.>_&!<$+!g&-)'!b$!4$+!%).=(!9$!B$+!{&3E>)-!

1$! c$+! B&/-==! B$! 9$+! g>2?=&)"! 4$! ,$+! <(! 6>)-)7n! s$+! *2&)?! *$! A!g=>7n-)?! 3-72>?=-&=!

E&))(C-)XM!7/&))(='!&==(_-&.('!3>2E/-)(!h-./"2&h&=! -)!2>"().'!F$!8)5-D&3! G0)!=-?)(H$!3&2'!

KLMY$!5>=$!KO+!)QO+!E$!OTTSOZL$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLOPW)3$RKPM![!

gJ23&!^-7>=(!0$+!,("J7|8(''&/!d$+!a&)!B$!s$+!*2&)?!*$!A!%)-3&=!3>"(='!>]! 7/2>)-7!E&-)D!

%"_&)7('! &)"! 7/&==()?('! ]>2! 7=-)-7&=! .2&)'=&.->)!F$! <$1*"),- $=- 8&1*$7#6&"#&- .&7&)*#(! G0)!

=-?)(H$!KLMY$!5>=$!NT+!)QZ+!E$!MKRKSMKTZ$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLLKWI)2$KOYZP!

[!

B&-==>)!0$+!47/3-..!,$+!9>2>)!8$!A!%7J.(!"(E2(''-_(!':3E.>3'!&].(2!3(]=>fJ-)(!.2(&.3().!F$!

@+- <- '7>#(6)5*>! G0)! =-?)(H$! 3&-! MNNK$! 5>=$! MRN+! )QT+! E$!YMK$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MMYZW&IE$MRN$T$YMK&![!
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B&'&=(! \$+! 4:3(>)-">J! {$+! g&2.>=>! 9$! A!*>E-7&=! *2(&.3().'! ]>2! ,>7&=-p("! ^(J2>E&./-7!

8&-)!F$!I1**-')6"-4&)3)#(&-.&;!G0)!=-?)(H$!3&2'!KLMY$!5>=$!KM+!)QO+!E$!MT$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLLYW'MMNMZXLMYXLZMTX:![!

B/&"7/&)n&2!d$+!e/&=&-)()!b$+!*&)-=&!d$+!s&_-7/!,$!A!<(72(&'("!2(JE.&n(!>]!">E&3-)(!-)!./(!

">2'&=! '.2-&.J3! -)! ./(! &@'()7(! >]! &=E/&X':)J7=(-)!F$!0*)6"-.&7&)*#(! G0)! =-?)(H$!3&2'! KLMM$!

5>=$!MOPK+!E$!OYSRR$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$@2&-)2('$KLMM$LM$LZR![!

B/&2_u2-&.! 9$+! ^&J'! B$! B$+! ,(:@&(2.! ,$+! 4;(p! b$! B$+! 1-&J3(! B$! A!B>))(C-)X<(E()"().!

^(J2>?=-&=!^(.h>2n-)?!&'!&!^(h!*/(2&E(J.-7!*&2?(.!F$!F*$"5K-I&,,K-8&1*$7#6K!G0)!=-?)(H$!KZ!

IJ-)!KLMY$!5>=$!MM+!E$!MYR$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$OOPNW])7(=$KLMY$LLMYR![!

B/()! 1$+! ,J>! o$+! t&"2-! 9$! s$+! g(2.&! *$+! b-! \$X\$! A!4(CX<(E()"().! 1=-&=! 4-?)&=-)?! -)!
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0:"-)?!<$+! ,(=?(3&))!9$+! 12>J_()!r$+! dm2.(2!9$+! 62>3E!9$+! 6&-'(2! *$+! 6(2(n('!9$! a$+!

1(2n()!9$+!c-('(=(2! g$! A!\(@>C(.-)(! ]>2! &7J.(! .2(&.3().! >]! 3&I>2! "(E2(''->)D! ':'.(3&.-7!

2(_-(h! &)"! 3(.&X&)&=:'-'! >]! EJ@=-'/("! &)"! J)EJ@=-'/("! E=&7(@>! &)"! '(=(7.-_(! '(2>.>)-)!

2(JE.&n(! -)/-@-.>2! 7>).2>==("! .2-&='!F$!0D<! G0)! =-?)(H$! MK!>7.>@2(! KLML$!5>=$! ORM+! E$!7RYOY$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MMOZW@3I$7RYOY![!

a&?&)! *$+!c&2"()! 8$!1$!4675$*6#),- :"#>#,$;&36)- $=- ?#($$,- '7>#($,$%>$! G'$=$H!D! 12(()h>>"!

8J@=-'/-)?!12>JE+!MNNZ$!RZR!E$e4g^!D!NYPXLXOMOXKNLMTXK$!

a&-_2(!a$+!b>'/-!%$+!g(p&2"!0$+!g&22>.!9$!A!*/(!/-""()!'-"(!>]!8&2n-)'>)z'!"-'(&'(D!4.J":-)?!

E&-)+!&)C-(.:!&)"!"(E2(''->)!-)!&)-3&=!3>"(='!F$!8&1*$7#6&"#&-L-06$G&()/6$*),-.&/6&M7!G0)!

=-?)(H$! I&)_-(2! KLMN$! 5>=$! NZ+! E$!OOTSOTK$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$)(J@->2(_$KLMP$ML$LLR![!

a&=n! 4$! A!B&2@()>C>=>)(! &'! &! )>_(=! ./(2&E:! ]>2! &..()J&.->)! >]! 7&)7(2X-)"J7("! @>)(! E&-)!F$!

')6"! G0)! =-?)(H$! IJ-)! KLMP$! 5>=$! MTN+! )QZ+! E$!MMKYSMMOZ$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLNYWI$E&-)$LLLLLLLLLLLLMMNY![!

a-))(2JE!^$!g$+!%..&=!^$+!d&2>J.>J)-&)!4$+!97^-7>=!0$+!g&2>)!\$+!<h>2n-)!\$!d$+!1-=2>)!e$+!

d&&)Emm!9$+!d&)''>)!8$+!b()'()!*$!4$+!6&3(23&)!8$!\$+!,J)"!6$+!9>>2(!%$+!\&I&!4$!^$+!\-7(!

%$!4$!B$+!\>h@>./&3!9$+!4()&!0$+!4-""&==!8$+!43-./!g$!d$+!c&==&7(!9$!A!8/&23&7>./(2&E:!]>2!

)(J2>E&./-7! E&-)! -)! &"J=.'D! &! ':'.(3&.-7! 2(_-(h!&)"!3(.&X&)&=:'-'!F$!E(&-B)"#&5-8&1*$,$%>!

G0)! =-?)(H$! ]u_2-(2! KLMT$! 5>=$! MR+! )QK+! E$!MZKSMYO$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZW4MRYRXRRKKiMRjYLKTMXL![!

a-))(2JE!^$!g$+!4-)"2JE!4$!d$+! b()'()!*$!4$! A!B/2>)-7!)(J2>E&./-7!E&-)D!3(7/&)-'3'+!"2J?!

.&2?(.'! &)"!3(&'J2(3().!F$!F1"3)+&"5),-L-I,6"6#),- '()*+)#$,$%>! G0)! =-?)(H$! &_2-=! KLLY$!

5>=$!KM+!)QK+!E$!MKNSMOZ$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MMMMWI$MRYKXPKLZ$KLLY$LLRYR$C!

[!

a-'7/(2!9$! d$! A!*d0! *qoeB! 0aa0B*4!qa! aq\9%,<0ds<0!%^<! aq\9%,e^!F$! <K-

:C;K- D&3K! G0)! =-?)(H$! M! ]u_2-(2! MNLT$! 5>=$! Z+! )QRSZ+! E$!RPYSTMP$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLPRWI(3$Z$RXZ$RPY![!

a>=(:! 9$+! *-==(:! ,$! A!tJ-)>=-)(! &).-3&=&2-&='D! 9(7/&)-'3'! >]! &7.->)! &)"! 2('-'.&)7(!F$!

Q"5&*")56$"),- <$1*"),- =$*-')*)765$,$%>! G0)! =-?)(H$!M! ]u_2-(2!MNNY$!5>=$!KY+!)QK+!E$!KOMSKRL$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZW4LLKLXYTMNiNZjLLMTKXo![!
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a>).&-)(! a$+!<(! 4>J'&!1$+! gJ27/&3!8$!B$+!<J7/�)(! 8$+! \&/3&)-!\$! A!\>=(! >]! 7:.>7/2>3(!

8RTL!O%!-)!./(!3(.&@>=-'3!>]!3(]=>fJ-)(!-)!/J3&)!&)"!&)-3&=!/(E&.>7:.('!F$!B6=&-?#6K!G0)!

=-?)(H$! KM! &_2-=! KLLL$! 5>=$! ZZ+! )QKK+! E$!KMNOSKKMK$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZW'LLKRXOKLTiLLjLLTRZXR![!

a>J2):!9$!A!4.2>3&(UD!7(!3u"-7&3().!fJ-!&! ]&-==-! =(!E>J''(2!&J!'J-7-"(!F$! e)! D!B&-'$6"5! G0)!

=-?)(H$! G'$=$H!D! G'$)$H+! KLMY$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V! /..E'DWWhhh$=(E>-).$]2W3J'-fJ(W'.2>3&(X7(X

3("-7&3().XfJ-X&X]&-==-X=(XE>J''(2X&JX'J-7-"(XMOXMMXKLMYXKMYMNNT�OP$E/E! [! i7>)'J=.u! =(! Z!

"u7(3@2(!KLMNj!

a2&)''()!1$+!\>J_(-C!g$+!,(@2&'!b$+!g&J7/(.!b$+!5(2"-(2!a$+!9-7/>)!B$+!g2-7&-2(!a$!A!<-_-"("X

">'(!n-)(.-7'!>]!3(]=>fJ-)(! -)!3&)$!F!0*6567(-<$1*"),-$=-I,6"6#),-'()*+)#$,$%>! G0)! =-?)(H$!

&>}.! MNPN$! 5>=$! KP+! )QK+! E$!MYNSMPR$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V! /..E'DWW">-$>2?WML$MMMMWI$MOZTX

KMKT$MNPN$.@LTRMO$C![!

a2("/>=3! g$! g$+! ebp(23&)! %$! 8$+! b&7>@'>)! 6$! %$+! ,-)"()! b$+! 9�==(2! B$! 0$! A!e).(2)&.->)&=!

r)->)! >]! g&'-7! &)"! B=-)-7&=! 8/&23&7>=>?:$! ,oooe$! ^>3()7=&.J2(! &)"! B=&''-]-7&.->)! >]!

%"()>'-)(! \(7(E.>2'�%)!rE"&.(!F$!'()*+)#$,- .&/! G0)! =-?)(H$! 3&2'! KLMM$! 5>=$! ZO+! )QM+!

E$!MSOR$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MMKRWE2$MML$LLOKPT![!

1&22(! b$! 9$+! s&)?! 1$+! gJn&J'n&'! a$! a$+! g())(..! 9$! 5$! ,$! A!a1aXM! *2-??(2'! 8&))(C-)XM!

d(3-7/&))(=! qE()-)?! -)! 4E-)&=! %'.2>7:.('! >]! \>"().'! &)"! 82>3>.('! e)]=&33&.>2:!

\('E>)'('!-)!%7J.(!4E-)&=!B>2"!4=-7('!F$!<$1*"),-$=-8&1*$7#6&"#&!G0)!=-?)(H$!KY!&_2-=!KLMZ$!

5>=$! OZ+! )QMY+! E$!RYPTSRPLM$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V! /..E'DWW">-$>2?WML$MTKOWb^0r\q4Be$RMNTX

MT$KLMZ![!

1&22(..! a$! 1$+! <J2/&3! 8$! ,$! A!<-]](2().-&=! (CE2(''->)! >]! 7>))(C-)'! -)! .2-?(3-)&=! ?&)?=->)!

)(J2>)'!&)"!'&.(==-.(!?=-&=!7(=='!-)!2('E>)'(!.>!7/2>)-7!>2!&7J.(!I>-).!-)]=&33&.->)!F$!8&1*$"-

A,6)- 06$,K! G0)! =-?)(H$! )>_(3@2(! KLLP$! 5>=$! R+! )QR+! E$!KNTSOLZ$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMYW4MYRLNKToLNNNLLNO![!

1&22:!b$!c$+!,(>)&2"!*$!b$!A!*2-&=!>]!%3-.2-E.:=-)(!-)!B/2>)-7!<(E2(''->)!F$!0*-<-'7>#(6)5*>!

G0)! =-?)(H$! I&)_-(2! MNZO$! 5>=$! MLN+! )QRTP+! E$!TRSTT$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MMNKW@IE$MLN$RTP$TR![!

1&'n-)!<$!b$+!\-7/&2"!8$!A!*/(!07>)>3-7!B>'.'!>]!8&-)!-)!./(!r)-.("!4.&.('!F$!E(&-<$1*"),-$=-

')6"! G0)! =-?)(H$! M! &>}.! KLMK$! 5>=$! MO+! )QP+! E$!YMTSYKR$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$IE&-)$KLMK$LO$LLN![!

1(2)(2! 8$+! 6&>! 1$+! 42-)-_&'&! 5$+! ^&2&)?! 4$+! c&)?! 1$! A!*>E-7&=! &3-.2-E.:=-)(! -)! /(&=./:!

_>=J).((2'!F$!.&%6$"),- @"&75(&76)- )"3- ')6"-D&36#6"&! G0)! =-?)(H$! &>}.! KLLO$! 5>=$! KP+! )QR+!
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E$!KPNSKNO$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZW4MLNPXYOONiLOjLLKLNXP![!

1/(=&2"-)-! B$+! 1&=(>..-! ^$+! g&2.>=-)-! %$! A!%).-)>7-7(E.->)! -)"J7("! @:! &3-.2-E.:=-)(! &)"!

-3-E2&3-)(! -'!3("-&.("!@:! &=E/&K%X&"2()>7(E.>2'!F$!<;"K- <K-'()*+)#$,K! G0)! =-?)(H$! ]u_2-(2!

KLLL$!5>=$!PK+!)QK+!E$!MOLSMOY$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MKTRWIIE$PK$MOL![!

1-&J3(!B$+!*/(-'!9$!A!8/&23&7>=>?-7&=!&)"!?()(.-7!&EE2>&7/('!.>!'.J":!7>))(C-)X3("-&.("!

7/&))(='! -)! ?=-&=! 7(=='! >]! ./(! 7().2&=! )(2_>J'! ':'.(3!F$!0*)6"-.&7&)*#(-.&/6&M7! G0)! =-?)(H$!

3&-! KLML$! 5>=$! ZO+! )QMSK+! E$!MZLSMYZ$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$@2&-)2('2(_$KLLN$MM$LLT![!

1-@>"&!9$+! <()-'!9$! g$! A!\('E>)'(! >]!6&3EJ7/(&)! '.2&-)'! >]! 8=&'3>"-J3! ]&=7-E&2J3! .>!

&).-3&=&2-&='D! -)X_-_>! &''(''3().! >]! fJ-)-)(! &)"! fJ-)-)(! E=J'! .(.2&7:7=-)(�! 3J=.-E=(! "2J?!

2('-'.&)7(!-)!_-.2>!F$!<-E*$;-D&3-4>%$!&>}.!MNPP$!5>=$!NM+!)QR+!E$!KLTSKMM$!!

1-==3&)! 8$! 6$! A!*2-7:7=-7! &).-"(E2(''&).! E/&23&7>=>?:! &)"! ./(2&E(J.-7! "2J?! -).(2&7.->)'!

JE"&.("!F$! 0*6567(- <$1*"),- $=- '()*+)#$,$%>! G0)! =-?)(H$! IJ-==(.! KLLY$! 5>=$! MTM+! )QZ+!

E$!YOYSYRP$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLOPW'I$@IE$LYLYKTO![!

1>)p;=(p! \$+! 8>)'X<J2&)! B$+! 8-fJ(2&'! 9$+! %E>).(! b$! b$+! *(2! 6J-=(! a$! q$+! 9()u)"(p! B$!

A!9(]=>fJ-)(!]>2!E2(_().-)?!3&=&2-&!-)!E2(?)&).!h>3()!F$!I$#(*)"&-H)5)G)7&-$=-?>75&+)56#-

.&/6&M7! G0)! =-?)(H$! MR! )>_(3@2(! KLMP$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLLKWMRZTMPTP$B<LMMRRR$EJ@O![!i7>)'J=.u!=(!ML!"u7(3@2(!KLMNj!

1>>"()>J?/! <$! %$! A!gr,6! e4q,%*eq^! qa! 9qr40! d08%*qBs*0! 1%8!

br^B*eq^4!F$!<-I&,,-06$,$!M!3&-!MNYR$!5>=$!ZM+!)QK+!E$!TTYSTZO$!!

12-@@=(!a$!9$+!<&_-'!*$!9$!0$+!d-?/&3!B$!0$+!B=&2n!%$+!%'/72>].!a$!9$!A!*/(!&).-3&=&2-&=!

&?().!3(]=>fJ-)(! -)/-@-.'!%*8X'()'-.-_(!6X7/&))(='!F$!0*- <-'()*+)#$,! G0)! =-?)(H$! >7.>@2(!

KLLL$!5>=$!MOM+!)QR+!E$!YTZSYZL$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLOPW'I$@IE$LYLOZOP![!

12-)?2&'!9$!A!%!7=-)-7&=!.2-&=!>]!*>]2&)-=!-)!2/(J3&.-7!E&-)!-)!?()(2&=!E2&7.-7(!F$!<K-Q"5K-D&3K-

.&7K!MNYZ$!5>=$!R+!)QK!4JEE=+!E$!RMSRN$!!

1J).p! 0$+! <J3>).! d$+! 8&'.-I)! 0$+! <(! 6(27/>_(! "z0C&(2"(! %$+! %p"&"! 6$+! 4>')>h'n-! 9$+!

47/-]]3&))! 4$! ^$+! 1&==! <$! A!0CE2(''->)! >]! %"()>'-)(! %K%! \(7(E.>2'! -)! ./(! \&.! ,J3@&2!

4E-)&=! B>2"! &)"! e3E=-7&.->)'! -)! ./(! 9>"J=&.->)! >]! ^X9(./:=X"X%'E&2.&.(! \(7(E.>2!

BJ22().'!FD! @"&75(&76)- L- @"),%&76)! G0)! =-?)(H$! IJ-)! KLLP$! 5>=$! MLZ+! )QZ+! E$!MPPKSMPPN$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MKMOW&)($L@LMO(OMPMYOKTM]![!

1J>!c$+!c&)?!d$+!c&.&)&@(!9$+!4/-3-pJ!6$+!{>J!4$+!,&12&-p(!4$!B$+!c(-!a$+!<J@)(2!\$+!

\()! 6$! A!1=-&=XB:.>n-)(X^(J2>)&=! e).(2&7.->)'! r)"(2=:-)?! ./(! 9(7/&)-'3'! >]! 8(2'-'.().!

8&-)!F$! <$1*"),- $=- 8&1*$7#6&"#&! G0)! =-?)(H$! OL! 3&-! KLLY$! 5>=$! KY+! )QKK+! E$!ZLLZSZLMP$!
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<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MTKOWb^0r\q4Be$LMYZXLY$KLLY![!

1J'.&_''>)!%$+!gI>2n3&)!b$+!,IJ)?72&).p!B$+!\/>"-)!%$+!\-_&)>Xa-'7/(2!9$+!4I>=J)"!6$Xa$+!

9&))/(-3(2!B$!A!4>7->X(7>)>3-7!@J2"()!>]!E&.-().'!h-./!&!"-&?)>'-'!2(=&.("!.>!7/2>)-7!E&-)X

X2(?-'.(2!"&.&!>]!PRL+LLL!4h("-'/!E&.-().'!F$!:1*-<-')6"!G0)!=-?)(H$!]u_2-(2!KLMK$!5>=$!MZ+!)QK+!

E$!KPNSKNN$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$(IE&-)$KLMM$LY$LLZ![!

d&"(2(2! %$+! 1(2)(2! 8$+! 6&>! 1$+! 42-)-_&'&! 5$+! c&)?! 1$! A!BJ.&)(>J'! %)&=?('-&! %].(2!

*2&)'"(23&=! %EE=-7&.->)! >]! %3-.2-E.:=-)(! 5(2'J'! ,-">7&-)(! -)! \&.'!F$! @"&75(&76)- L-

@"),%&76)! G0)! =-?)(H$! IJ-)! KLLO$! 5>=$! NZ+! )QZ+! E$!MYLYSMYML$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MKMOWLM$%^0$LLLLLZLRTZ$NMKMT$NL![!

d&3&?J7/-! 9$+! 4JpJn-! 6$+! aJI-.&! d$+! rpJn&! *$+! 9&.'J"&! d$+! 4/-'/-">Xd&2&! s$+! %2&-! 4$+!

^&n&3J2&!*$+!6-nJ7/-!4$+!^&n&3-7/-!6$+!4&-I>!9$+!d-2&.&!6$!A!4J77('']J=!.2(&.3().!>]!)>)X

de5! E2>?2(''-_(! 3J=.-]>7&=! =(Jn>()7(E/&=>E&./:D! 7&'(! 2(E>2.! &)"! =-.(2&.J2(! 2(_-(h!F$! <-

8&1*$,!G0)!=-?)(H$!MR!)>_(3@2(!KLMN$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLLYW'LLRMTXLMNX

LNZKNXC![!i7>)'J=.u!=(!ML!"u7(3@2(!KLMNj!

d&)?!,$Xd$+! ,-! 4$X^$+! ,J>!d$+! 4/J!c$Xc$+!9&>!{$X9$+!B/()!s$Xa$+! 4/-!,$X,$+! 4/&>!<$Xd$!

A!B>))(C-)! RO!9("-&.('! BoB,MK! 82>"J7.->)! ]2>3! 4E-)&=! <>2'&=! d>2)! .>!9&-).&-)! g>)(!

B&)7(2! 8&-)! -)! \&.'!F$!8&1*$#(&+- .&7! G0)! =-?)(H$! 3&-! KLMZ$! 5>=$! RM+! )QT+! E$!MKLLSMKLP$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLLYW'MMLZRXLMTXMPMTXY![!

d&)''>)!0$+!4n-�="(@2&)"!0$!A!B>JE=("!7(==!)(.h>2n'!&2(!.&2?(.!7(=='!>]!-)]=&33&.->)+!h/-7/!

7&)!'E2(&"!@(.h(()!"-]](2().!@>":!>2?&)'!&)"!"(_(=>E!-).>!':'.(3-7!7/2>)-7!-)]=&33&.->)!F$!

<- Q"=,)++! G0)! =-?)(H$! "u7(3@2(! KLMT$! 5>=$! MK+! )QM+! E$!RR$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MMPZW'MKNTLXLMTXLLNMXK![!

d&)'.(-)! \$+! d&)&)-! 9$+! 47(3('! 0$+! 4E2&:! <$! B$! A!1=-&=! E&))(C-)M! 7>).2-@J.('! .>! .&7.-=(!

/:E(2'()'-.-_-.:! -)! &!3>J'(!3>"(=! >]! >2>]&7-&=! E&-)!F$!?#6-.&;! G0)! =-?)(H$! "u7(3@2(! KLMZ$!

5>=$!Z+!)QM+!E$!OPKZZ$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLOPW'2(EOPKZZ![!

d&2>J.>J)-&)!4$+!a>2"!%$!,$+!a2(:!6$+!^-n>=&I'()!,$+!a-))(2JE!^$!g$+!^(-)(2!%$+!6/&2&'7/!0$!

<$+!6&2=''>)!8$+!g>..2>'!9$!9$!A!d>h!7().2&=!-'!7().2&=!E>'.'.2>n(!E&-)k!*/(!2>=(!>]!&]](2().!

-)EJ.!-)!E>'.'.2>n(!)(J2>E&./-7!E&-)D!&!E2>'E(7.-_(+!>E()X=&@(=!E-=>.!'.J":!F$!'@Q8!G0)!=-?)(H$!

IJ-==(.! KLMP$! 5>=$! MTN+! )QY+! E$!MOMYSMOKR$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MLNYWI$E&-)$LLLLLLLLLLLLMKMO![!
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6&I-.&)-! ^$+! d-'&>n&X^&n&'/-3&!6$+!9>2->n&!^$+! qn&"&X*'J7/->n&!9$+! 6&)(n>!9$+! 6&'&-!

9$+!4/-@&'&n-!B$+!^&n&.&!s$+!*&n(@&:&'/-!9$!A!%).-"(E2(''&).!%7.'!>)!%'.2>7:.('!,(&"-)?!.>!

&)! e)72(&'(! -)! ./(! 0CE2(''->)! >]! ^(J2>.2>E/-7W12>h./! a&7.>2'D! <-]](2().-&=! \(?J=&.->)! >]!

a1aXK!@:!^>2&"2()&=-)(!F$!'B$?-!"&!G0)!=-?)(H$!T!"u7(3@2(!KLMK$!5>=$!Y+!)QMK+$!<-'E>)-@=(!

'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MOYMWI>J2)&=$E>)($LLTMMNY![!i7>)'J=.u!=(!P!"u7(3@2(!KLMNj!

6&2@h&)?!b$+!c/-.(!^$!b$!A!B=-)-7&=!8/&23&7>n-)(.-7'!>]!9(]=>fJ-)(!F$!I,6"-'()*+)#$U6"&5!

G0)! =-?)(H$! M! >7.>@2(! MNNL$! 5>=$! MN+! )QR+! E$!KZRSKYN$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$KMZTWLLLLOLPPXMNNLMNLRLXLLLLK![!

6&h&'&n-! s$+! 6J3&3>.>! 0$+! aJ2J(! d$+! s>'/-3J2&! 9$! A!yK! %"2()>7(E.>2l3("-&.("!

82(':)&E.-7! e)/-@-.->)! >]! 82-3&2:! %]](2().! 1=J.&3&.(2?-7! *2&)'3-''->)! -)! \&.! 4J@'.&).-&!

1(=&.-)>'&! ^(J2>)'!FD! @"&75(&76$,$%>! G0)! =-?)(H$! 3&2'! KLLO$! 5>=$! NP+! )QO+! E$!ZPKSZPN$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLNYWLLLLLTRKXKLLOLOLLLXLLLMZ![!

6(-'(2!b$+!4-=Ju!6$!<$+!%"->''&)!,$!6$+!^z1J(''&)!^$!%$+!9>)'&)!^$+!r.p-)?(2!b$+!^z1>2&)!0$!

6$!A!82&p-fJ&).(=+!9(]=>fJ-)(X82&p-fJ&).(=+!&)"!9(]=>fJ-)(X%2.('J)&.(X82&p-fJ&).(=!&?&-)'.!

47/-'.>'>3&!/&(3&.>@-J3D!%!\&)">3-p("+!0CE=>2&.>2:+!qE()X,&@(=!*2-&=!F$!'B$?-8&%,-E*$;-

H67! G0)! =-?)(H$! MY! IJ-==(.! KLMR$! 5>=$! P+! )QY+! E$!(KNYT$! <-'E>)-@=(! 'J2UD! V!

/..E'DWW">-$>2?WML$MOYMWI>J2)&=$E)."$LLLKNYT![!



 Bibliographie  

!

131 

6-&)-!b$+!%/3&"!^&'2>==&/-!4$+!0')&X%'/&2-!a$+!a&==&/!8$+!4&I("-!a$!A!%3-.2-E.:=-)(!K�!72(&3!

_'$! 7&E'&-7-)! L$YT�! 72(&3! -)! ./(! .2(&.3().! >]! E&-)]J=! "-&@(.-7! )(J2>E&./:! i<>J@=(! @=-)"+!

2&)">3-p("! 7=-)-7&=! .2-&=! >]! (]]-7&7:! &)"! '&](.:j!F$! Q*)"- <- '()*+- .&7$! KLMT$! 5>=$! MR+! )QR+!

E$!MKZOSMKZP$!!

6-3! 4$! d$+! B/J)?! b$!9$! A!%)! (CE(2-3().&=! 3>"(=! ]>2! E(2-E/(2&=! )(J2>E&./:! E2>"J7("! @:!

'(?3().&=! 'E-)&=!)(2_(! =-?&.->)! -)! ./(! 2&.!FD!')6"! G0)! =-?)(H$! '(E.(3@2(!MNNK$!5>=$!TL+!)QO+!

E$!OTTSOZO$!<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWLOLRXONTNiNKjNLLRMXN![!

6-3!s$+!12-]]-)!b$!9$+!d&22-'!8$!c$!\$+!B/&)!4$!d$!B$+!^-7/>='>)!,$!a$!g$+!g2-3@=(!9$!%$+!

qzB&22>==!4$!b$+!12(()!B$!\$!A!B/&2&7.(2-p-)?!./(!3>"(!>]!&7.->)!>]!(C.2&7(==J=&2!B>))(C-)RO!

7/&))(=! @=>7n-)?! 3-3(.-7! E(E.-"('! -)! &)! -)! _-.2>! -'7/(3-&! -)IJ2:! 3>"(=!F$! 06$#(6+6#)- &5-

06$;(>76#)-@#5)-R00@S-T-A&"&*),-?1GV&#57!G0)!=-?)(H$!]u_2-(2!KLMY$!5>=$!MPZM+!)QK+!E$!ZPSYP$!

<-'E>)-@=(!'J2UD!V!/..E'DWW">-$>2?WML$MLMZWI$@@&?()$KLMZ$MM$LLM![!
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Annexe 1. Partie supplémentaire de l’article de thèse 

Binding screening for mefloquine targets 

According to the CRO (Eurofins CEREP) recommendations, results showing an inhibition (or a 

stimulation for assays run in basal conditions) higher than 50% were considered to represent 

significant effects of THN101. This cut-off value was thus considered for further investigation, 

such as determination of IC50 or EC50 values from concentration-response curves (see below). 

Results showing an inhibition (or stimulation) between 25% and 50% were considered as 

indicative of weak to moderate effects. Results showing an inhibition (or stimulation) lower than 

25% were not considered significant, being mostly attributable to the variability of the signal 

around control levels. 

 

Binding assays 

Results were expressed as a percent of control specific binding:  

!"#$%&"'($)"*+,+*(-+.'+./
*0.1&02($)"*+,+*(-+.'+./ 3(455 

and as a percent inhibition of control specific binding:  

455 6 7(!"#$%&"'($)"*+,+*(-+.'+./*0.1&02($)"*+,+*(-+.'+./ 3(455(8 

obtained in the presence of THN01.  

The IC50 values (concentration causing a half-maximal inhibition of control specific binding) and 

Hill coefficients (nH) were determined by non-linear regression analysis of the competition 

curves generated with mean replicate values using Hill equation curve fitting: 

9 : ; < =( > 6 ?

4 < @ AA!"B
#$
C 

where Y = specific binding, A = left asymptote of the curve, D = right asymptote of the curve, C 

= compound concentration, C50 = IC50, and nH = slope factor. This analysis was performed 

using software developed at CEREP (Hill software) and validated by comparison with data 

generated by the commercial software SigmaPlot® 4.0 for Windows® (© 1997 by SPSS Inc.). 

The inhibition constants (Ki ) were calculated using the Cheng Prusoff equation:  

D% :
EA!"

74 < F
G&8

C 
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where L = concentration of radioligand in the assay, and KD = affinity of the radioligand for the 

receptor. A scatchard plot is used to determine the KD.  

 

Receptor Functional Assays  

The results are expressed as a percent of control agonist response or inverse agonist response: 

!"#$%&"'(&"$)0.$"
*0.1&02(&"$)0.$" 3(455 

and as a percent inhibition of control agonist response: 

455 6 7(!"#$%&"'(&"$)0.$"*0.1&02(&"$)0.$" 3(455(8 

obtained in the presence of THN01.  

The EC50 values (concentration producing a half-maximal response) and IC50 values 

(concentration causing a half-maximal inhibition of the control agonist response) were 

determined by non-linear regression analysis of the concentration-response curves generated with 

mean replicate values using Hill equation curve fitting: 

9 : ; < =( > 6 ?

4 < @ AA!"B
#$
C 

where Y = response, A = left asymptote of the curve, D = right asymptote of the curve, C = 

compound concentration, and C50 = EC50 or IC50, and nH = slope factor. 

This analysis was performed using software developed at CEREP (Hill software) and validated by 

comparison with data generated by the commercial software SigmaPlot ® 4.0 for Windows ® (© 

1997 by SPSS Inc.). 

For the antagonists, the apparent dissociation constants (KB) were calculated using the modified 

Cheng Prusoff equation: 

D' :
EA!"

74 < >HIA!"(8
C 

where A = concentration of reference agonist in the assay, and EC50A = EC50 value of the 

reference agonist. 

 

Uptake Assays  

The results are expressed as a percent of control specific activity: 

!"#$%&"'($)"*+,+*(#*1+J+1K
*0.1&02($)"*+,+*(#*1+J+1K 3(455 

And as a percent inhibition of control specific activity: 
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455 6 7(!"#$%&"'($)"*+,+*(#*1+J+1K*0.1&02($)"*+,+*(#*1+J+1K 3(455(8 

obtained in the presence of THN01. 

The IC50 values (concentration causing a half-maximal inhibition of control specific activity), 

EC50 values (concentration producing a half-maximal increase in control basal activity), and Hill 

coefficients (nH) were determined by non-linear regression analysis of the 

inhibition/concentration-response curves generated with mean replicate values using Hill 

equation curve fitting: 

9 : ; < =( > 6 ?

4 < @ AA!"B
#$
C 

where Y = specific activity, A = left asymptote of the curve, D = right asymptote of the curve, C 

= compound concentration, C50 = IC50 or EC50, and nH = slope factor. 

This analysis was performed using software developed at CEREP (Hill software) and validated by 

comparison with data generated by the commercial software SigmaPlot® 4.0 for Windows® (© 

1997 by SPSS Inc.). 

! !
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!

Supplemental figure 1. In vitro evaluation of mefloquine potential targets.  

Mefloquine was used at 1 µM, binding radioligands are detailed in the Supplemental figure 3.!
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Supplemental figure 2. Binding and functional in vitro assays.  

Binding radioligands (A), and control agonists for funcational assays (B, C), are detailed in the 

Supplemental figure 3. 
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A=6I!
&<!

+'%YXZ,&,&!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

?@!A) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7"/KB9[! A=A6!&<!
A=A@!
&<!

"/KB9[!.;!?<4! JA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

?;+) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607/9!OOJWA! A=O!&<! 6=O!&<!
\PM!OOI;IHI!.;A!

?<4!
;IA!$,&!6>V/!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

??B+) ,??B*3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7//GHL3! A=AL!&<!
A=IW!
&<!

//GHL3!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

??B4) ,??B;3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7//GHL3! A=AL!&<!
A=AOW!
&<!

//GHL3!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!
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=+) !"#$ ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607D/0!I66JA! A=6!&<! A=I!&<!
D/0!I66JA!.;!

?<4!
@A!$,&!BC!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

=4C) !"#)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607$(-"X2H
3S,S('*&(!

A=6!&<!
A=;O!
&<!

.]4+#-%)2%$*2!.;A!
?<4!

@A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

=5) !"#) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607$(-"X2H
3S,S('*&(!

A=6!&<!
A=ALO!
&<!

.]4+#-%)2%$*2!.;A!
?<4!

@A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

=DED) !"#)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607$(-"X2H
3S,S('*&(!

A=6!&<!
A=;J!
&<!

.]4+#-%)2%$*2!.;A!
?<4!

@A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

=F) !"#$ ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.K0W!)(2234!

5607D/0!I66JA! A=6!&<!
A=IO!
&<!

D/0!I66JA!.;A!
?<4!

@A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

G:*) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7(&Y*-"(2,&H;! A=A6!&<!
A=A6!
&<!

(&Y*-"(2,&H;!.;AA!
&<4!

;IA!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

G:;)!"#)
"#$%&!

'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7(&Y*-"(2,&H;! A=A6!&<!
A=AW!
&<!

(&Y*-"(2,&H;!.A=;!
?<4!

;IA!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

@*;*) ,.&.7
("2"#%08"3) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

5607KNQN! ;A!&<! ;O!&<! KNQN!.;AA!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

@*H+) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5;IOP7E%2%&,&! A=;!&<! A=;!&<! E%2%&,&!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

@*H4) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7E%2%&,&! A=AO!&<!
A=@6!
&<!

E%2%&,&!.;!?<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

A=@I) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

Q%2+^)!6C6!
)(223!

5;IOP798K_!QQ! A=A6!&<!
A=;O!
&<!

98K_!QQ!.;A!
&<4!

;LA!$,&!WV/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

?J?!4) ,KH7L;3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5;IOP7P`HL!
A=AIO!
&<!

A=AII!
&<!

P`HL!.6A!&<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

??!+) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5;IOP7<P9H;[! A=A;!&<!
A=AI!
&<!

<P9H;[!.;AA!&<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

:MI76) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

aHJ6>!)(223! 5;IOP7CM_H[! A=;!&<!
A=AO!
&<!

CM_H[!.;A!&<4! ;IA!$,&!WV/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

N+) !"#$ ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607SX',2%$,&(! ;!&<! ;=>!&<! SX',2%$,&(!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

N4) !"#$ ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7N9C!
A=A>O!
&<!

I=J!&<! -,*-,Y,&(!.;AA!?<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

O?D) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7M89H[H<D0! A=AO!&<!
A=OW!
&<!

M89H[H<D0!.;!
?<4!

;IA!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!



 Annexes  

!

156 

O:+) ,OH+*3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7IH
,*Y*$(2%-*&,&!

A=A;!&<!
A=AW!
&<!

$(2%-*&,&!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

O+) !"#) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607S,'(&T(S,&(! I!&<! ;6!&<! %-'*S,&(!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

O4) !"#) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607N_H8:!6LW! I!&<! W=@!&<! %-'*S,&(!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

O5) !"#) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607WH8N<9! A=I!&<! A=O!&<! %-'*S,&(!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

OD) !"#) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607WH8N<9! A=I!&<!
A=6I!
&<!

%-'*S,&(!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

OF) !"#) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607WH8N<9! A=6!&<! A=6!&<! %-'*S,&(!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

MB+) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

a6>6<K!
#SS3%2%!

5;IOP7HD#+3-%&)(!9!
`bD6!

A=AO!&<!
A=AW!
&<!

5D%'JU<(-.1I4;;7H
D9!.;!?<4!

6A!$,&!BCc!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

MB4) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7MGN! A=;!&<!
A=;I!
&<!

5M2(#;A7HMGN!.WH
;A4!.6AA!&<4!

@A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

MB5) !"#)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607DB!;WILA;! A=W!&<!
A=W>!
&<!

DQ!IIIIAA!.;A!
?<4!

;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

P+) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

DGHMH</!)(223!
.(&Y*E(&*#34!

5;IOP7S(S-,Y(bb!
A=AIO!
&<!

A=A@!
&<!

M9b!.;!?<4! ;IA!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

P4) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

GNMHCD!)(223! 5;IOP7S(S-,Y(bb!
A=A;O!
&<!

A=A;!
&<!

M9b!.;!?<4! @A!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

M:C+) ,M:+3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7CX'6H
&(#'*-(&3,&!

A=AO!&<!
A=II!
&<!

&(#'*-(&3,&!.;!
?<4!

@A!$,&!WV/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

Q) ,=RA3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

56078N8`F! A=O!&<!
A=>6!
&<!

&%2-'(R*&(!.;A!
?<4!

;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

S) ,BRA3) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607a!@JOJ6! ;!&<! I!&<! &%2*R*&(!.;A!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

T) ,ORA3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

56078N<K1! A=O!&<!
A=6O!
&<!

&%2*R*&(!.;A!?<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

MRA) ,R!H+3) ,>3)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607&*),)(S-,&! A=I!&<! A=W!&<! &*),)(S-,&!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

A*?+) ,A*?*A3) ,>3)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP79N/N9;HI>!
A=A;O!
&<!

A=AJI!
&<!

9N/N9;HI>!.;AA!
&<4!

;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!
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AA*!U) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.F=!)*2,4!

5607'*3,E2,-%T*&(! O!&<! O=>!&<!
'*3,E2,-%T*&(!.;A!

?<4!
;IA!$,&!WV/!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

GA4) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

56079KFI! 6!&<! 6!&<! 9KFI!.;A!?<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

GAD) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

56079KFI! A=O!&<! A=6!&<! 9KFI!.;A!?<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

KA) ,A@K43) !"#$
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607,2*S'*3-! @!&<! L!&<! ,2*S'*3-!.;A!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

A4P) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

56OD7YNC9[D! ;A!&<! ;A!&<! YNC9[D! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:+*) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607LH10H89NC! A=6!&<! A=O!&<!
LH10H89NC!.;A!

?<4!
@A!$,&!BC!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:+;)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

5;IOP7/b9!.]!6A!?<!
,3*S'*-('(&*24!

A=;!&<!
A=;@!
&<!

3('*-*&,&!.;A!?<4! ;IA!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:4*) !"#$
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607Z(-%&3(',&! A=O!&<! A=@!&<! Z(-%&3(',&!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:4;) !"#$
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7.d481P! A=I!&<! A=I!&<! .d481P!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:4?) !"#)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607$(3#2('E,&(! ;!&<! A=O!&<!
BD!;AIII;!.;A!

?<4!
;IA!$,&!6>V/!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:F-) !"#$
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
.0FGHIJ6!
)(2234!

5607`D8! ;=O!&<! ;=O!&<!
3('*-*&,&!.;AA!

?<4!
;IA!$,&!6>V/!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:V) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607`D8! I!&<! ;=L!&<!
3('*-*&,&!.;AA!

?<4!
;IA!$,&!6>V/!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:W) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!

5607`D8! W!&<! I=6!&<! 3('*-*&,&!.;A!?<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

(0/X-) ,.&.7
("2"#%08"3) ,>3)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

e#'Z%-!)(223!
.(&Y*E(&*#34!

56078CK! ;A!&<! W;!&<!
0%2*S(',Y*2!.;A!

?<4!
;IA!$,&!BC!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

((%) ,.&.7("2"#%08"3)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

N-CHIA!)(223!
5;IOP7CX';;H

3*$%-*3-%-,&H;W!
A=AO!&<!

A=AL!
&<!

3*$%-*3-%-,&H;W!
.6AA!&<4!

@A!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

@!) !"#) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

P<HJ!)(223!
.)X-*3*24!

5607Y(R%$(-"%3*&(! ;=O!&<! ;=O!&<!
-',%$),&*2*&(!.;A!

?<4!
@!"'!WV/!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

YA*?+) ,YKA+3) !"#)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5;IOP7fP9! A=AW!&<!
A=AO!
&<!

fP9!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!
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Y+) -) !"#$ ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607Nf9! A=6!&<! A=O!&<! Nf9!.;!?<4! @A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

K&.)#>-.."2() !! !! !! !! !! !! !!

;<=) ,#".%'-23)
,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

5607g2#&,-'%T(S%$! A=W!&<! I=;!&<! Y,%T(S%$!.6!?<4! @A!$,&!WV/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

A?A) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

5607C/9! ;A!&<! ;6!&<! <G!LA;!.;A!?<4! ;IA!$,&!6>V/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

A4J) ,-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!#',&%'X!
+2%YY('!

5607[UhH<(NC9! 6!&<! I=@!&<!
[UhH<(NC9!.;A!

?<4!
;IA!$,&!WV/!

D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

F7N:5) !"#$
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

"#$%&!
'()*$+,&%&-!
./01!)(2234!

5607QB`!W6@JW! A=O!&<!
;=;O!
&<!

<8`!>IIII!.;A!
?<4!

;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

?-4Z) #>-.."2) ,H[)
8"'-$-X02) (0%"3)
,$>".\2-2]\2-X0."3)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

56078LLL! 6!&<! 6!&<! 8!@AA!.;A!?<4! ;IA!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

BY) #>-.."2)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

5;IOP7[HY(&Y'*-*R,&! A=A;!&<!
A=AW!
&<!

[HY(&Y'*-*R,&!.OA!
&<4!

@A!$,&!BC!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

CB?-) #>-.."2)
,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

5;IOP7%S%$,&!
A=AA>!
&<!

A=AA>!
&<!

%S%$,&!.;AA!&<4! @A!$,&!WV/!
D),&-,22%-,*&!
)*#&-,&E!

M-Z) #>-.."2) ,(0%")
43) ,-.%-/&.0(%)
'-10&20/-.13)

'%-!)('(+'%2!
)*'-(R!

5607+%-'%)"*-*R,&,&! ;A!&<! J;!&<!
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Supplemental figure 3. Control compounds for the in vitro pharmacology assays of mefloquine. 
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Annexe 2. Participation à d’autres travaux 

Contexte 

Au cours de mon doctorat j’ai eu l’opportunité de collaborer à une étude menée par une 

équipe de chimistes et de biologistes. A ce titre, je fais partie des auteurs de l’article intitulé 

Phenylpyridine-2-ylguanidines and rigid mimetics as novel inhibitors of TNF! overproduction: beneficial action in 

models of neuropathic pain and of acute lung inflammation, pour lequel ma participation s’est inscrite dans 

le criblage pharmaco-comportemental (tests de von Frey avec les souris) de composés synthétisés 

par les chimistes.  

Résumé de l’article 

La surproduction de facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α) ou de cytokines pro-

inflammatoires comme l’interleukine 1 beta (IL-1β) est un des marqueurs biologiques des 

maladies inflammatoires ou des douleurs neuropathiques. Le but de cette étude a été d’étudier un 

composé issu d’un criblage haut débit à partir d’une lignée de cellules monocytaires sanguines 

humaines stimulées avec du lipopolysaccharide, ce qui favorise la production de TNF-α et d’IL-

1β. Ce composé, le 4-phenylpyridin-2-yl-guanidine, ainsi que ces homologues, a été montré 

comme inhibiteur de ces voies. Les recherches montrées dans cet article portent sur l’évaluation 

cytotoxique de ces composés in silico et in vivo dans un modèle d’inflammation pulmonaire ou 

de douleur neuropathique. 
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